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ACTH  Hormona adrenocorticotropa o corticotropina 
ADN  Ácido desoxiribonucleico 
ARN  Ácido ribonucleico 
ARNm  ARN mensajero 
ARH  Receptor aril hidrocabono 
ARNT  Translocador nuclear del receptor aril hidrocarbono 
ATP  Adenosina trifosfato 
BAEC  Célula/s endotelial/es de aorta bovina 
Bcl-2  Proteína de linfoma de célula B 2 
bHLH  Motivo hélice-lazo-hélice básico 
BSA  Albúmina de suero bovino 
CBP  Proteína de unión a CREB 
CE   Célula/s endotelial/es 
CREB  Proteína de unión a elementos de respuesta a AMPc 
DCS  Suero adulto bovino 
DMEM  Modificación Dulbecco del medio Eagle 
DMSO  Dimetilsulfóxido 
DPBS  Solución salina tamponada con fosfatos de Dulbecco 
DTT  Ditiotreitol 
ECGS  Suplemento para el crecimiento de células endoteliales 
ECL  Quimioluminiscencia 
EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF  Factor de crecimiento epitelial 
EMSA  Ensayo de retardo de la movilidad electroforética 
eNOS  NO sintasa endotelial 
EPO  Eritropoyetina 
FBS  Suero fetal bovino 
FGF  Factor de crecimiento fibroblástico 
FIH   Factor inhibidor de HIF 
GSH  Glutatión o glutatión reducido 
GSSH  Glutatión oxidado 
HIF-1  Factor inducible por hipoxia 1 
HIF-1α  Subunidad α de HIF-1 
HIF-1β  Subunidad β de HIF-1 
HO•  Radical hidroxilo 
HRE  Elementos de respuesta a hipoxia 
HRP  Peroxidasa de rábano 
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HSP  Proteínas de choque térmico 
HSPG  Heparina sulfato proteoglicano 
HUVEC  Célula/s endotelial/es de cordón umbilical humano 
HX   Hipoxantina 
ID   Dominio regulador 
IGF-1  Factor de crecimiento insulínico 1 
IGFBP-1 Proteína de unión al factor de crecimiento insulínico 1 
IL-1α  Interleuquina 1 
IL-6  Interleuquina 6 
IPAS  Proteína PAS inhibitoria 
JNK  c-Jun N-terminal quinasa 
kDa  Kilodalton 
L-NAME L-nitro metilester arginina  
M199  Medio 199 
MAPK  Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MEK  Proteína quinasa estimuladora de MAPK 
MEM  Medio esencial mínimo 
MEM D-Val Medio mínimo esencial con D-Valina 
MnTMPyP Pentacloruro Mn(III)tetraquis(1-metil-4-piridil)porfirin 
NAC  N-acetilcisteina 
NADPH  Fosfato de β-nicotinamida adenina dinucleótido reducido 
NF-κB  Factor nuclear κ B 
NLS  Secuencia de localización nuclear 
NO   Óxido nítrico 
O2•   Radical aniónico superóxido 
ODDD  Dominio de degradación dependiente de oxígeno 
ONOO-  Radical aniónico peroxinitrito 
PAS  Secuencia común de las proteínas PER, ARNT y SIM 
PBS  Tampón fosfato salino 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PER  Del ingles Period homolog 
PHD  Enzima con dominio prolina-4 hidroxilasa 
PI3K  Fosfatidil inositol 3 quinasa 
PKB/Akt Proteína quinasa B/Akt 




PLCγ  Fosfolipasa Cγ 
PlGF  Factor de crecimiento placentario 
PMSF  Fluroro fenilmetanosulfonil 
pVHL  Proteína supresora de tumores von Hippel-Lindau 
Rac1/2  Proteína Ras relacionada con el sustrato C3 de la toxina 
botulínica 
ROS  Especie/s reactiva/s de oxígeno 
rpm  Revoluciones por minuto 
RT-PCR  PCR en tiempo real 
SDS  Dodecilsulfato sódico 
SIM  Del ingles Single-minded homolog 
SOD  Superóxido dismutasa 
Src   Proteína del oncogen del sarcoma de Rous 
sVEGFR1 Receptor soluble de VEGF 
TA   Temperatura ambiente 
TBS  Tampón Tris salino 
TBT  Tampón Tris salino más Tween 20 
TGFα/β  Factor de crecimiento transformante α/β 
TRX  Tioredoxina 
TRXox  Tioredoxina oxidada 
TRXred  Tioredoxina reducida 
TSH  Hormona estimulante del tiroides u hormona tirotrópica 
VEGF  Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VEGFR  Receptor de VEGF 
VPF  Factor de permeabilidad vascular 


















































El factor de crecimiento del endotelio vascular 
 
En 1983, Senger et al, publicaron en Science un trabajo donde describían la 
purificación parcial de una proteína capaz de provocar un aumento en la permeabilidad de 
los vasos sanguíneos de la piel. Como la proteína fue obtenida a partir del medio de cultivo 
de una línea tumoral de cobaya, la denominaron factor de permeabilidad vascular tumoral o 
VPF (tumor vascular permeability factor) 1. El grupo de Senger no pudo secuenciar el VPF 
de la cobaya hasta 1990 2, pero en 1989, Connolly et al, informaron del aislamiento y 
secuenciación del VPF humano a partir de la línea de células tumorales U937 3. Ese mismo 
año, Ferrara y Henzel, informaron del aislamiento y secuenciación de una nueva proteína 
con capacidad mitogénica sobre las células endoteliales (CE) y a la que denominaron 
factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (vascular endothelial growth factor) 4. 
Por aquel entonces, se conocía la capacidad del factor de crecimiento fibroblástico ácido y 
básico (aFGF y bFGF del inglés acid and basic fibroblastic growth factor) para producir 
mitosis sobre las CE (aparte de sobre los fibroblastos), pero al contrario que los FGFs, el 
VEGF actuaba de modo específico sobre las CE. Sorprendentemente, cuando en el mismo 
año de 1989 otros dos grupos también secuenciaron de modo independiente el VPF y el 
VEGF humano 5,6, quedó demostrado que se trataba de la misma proteína. 
 
La familia del VEGF 
 
El VEGF es una glucoproteína homodimérica de unos 45 kDa que presenta una gran 
homología con el factor de crecimiento derivado de plaquetas o PDGF (platelet-derived 
growth factor) 5,6. Actualmente, el VEGF o VEGFA está considerado el mediador clave de la 
formación de vasos sanguíneos tanto en la vasculogénesis (formación de vasos en un 
tejido avascular) como en la angiogénesis (formación de vasos a partir de otros 
preexistentes) 7. Es el miembro mejor estudiado de una familia de ligandos de la que se 
conocen 4 factores más; VEGFB 8, VEGFC 9,10, VEGFD 11,12, y el factor de crecimiento 
placentario o PlGF (placental growth factor) 13,14 (Figura 1.1). Existe además un forma 
presente en el genoma del virus Orf con actividad angiogénica conocido como VEGFE 15-17 
así como un grupo de proteínas presentes en el veneno de serpientes denominados 
VEGFFs 18. Preferentemente, VEGF o VEGFA, VEGFB, VEGFE y PlGF, ejercen su acción 
sobre CE vasculares, mientras que VEGFC y VEGFD lo hacen sobre las CE linfáticas 19,20. 
 
El gen del VEGFA se localiza en el cromosoma 6p21.3 21 y está constituido por 7 
intrones y 8 exones 22,23 que, por procesamiento alternativo de su ARNm, producen hasta 6 
isoformas distintas 7. Se denominan anotando como subíndice el número de aminoácidos 
que poseen, y en el caso del ser humano son; VEGFA121, VEGFA145, VEGFA165, 
VEGFA165b, VEGFA189 y VEGFA206. En el ratón, existen las mismas isoformas pero poseen 
un aminoácido menos cada una. La VEGFA165 es la forma predominante y la que posee 
mayor efecto sobre las CE. De ahora en adelante, cuando hagamos mención al VEGF nos 





Figura 1.1: Familia del VEGF y sus receptores. El PlGF y el VEGFB sólo pueden unirse 
a las formas de membrana y soluble de VEGFR1. El VEGFA, el miembro más 
importante de la familia del VEGF tiene capacidad para unirse tanto a los dos receptores 
presentes en las CE, VEGFR1 y 2, así como al receptor soluble sVEGFR1 y a los 
heterodímeros VEGFR1/2. El VEGFC sólo puede interaccionar con VEGFR3 o 
heterodímeros VEGFR2/3, ambos presentes en CE de vasos linfáticos. EL VEGFD 
interacciona con los mismos receptores que el VEGFC, y con el VEGFR2 tras sufrir un 
procesamiento posterior (indicado en la figura con una flecha discontinua y solo para el 
caso de VEGFD). Esquema adaptado a partir de la figura 1 de Olsson et al Nature 
Reviews Molecular Cell Biology 2006;7(5):359-377 7. 
 
Receptores del VEGF presentes en las CE 
 
El VEGF tiene capacidad para unirse a dos receptores homodiméricos denominados 
VEGFR1 (o Flt-1) y VEGFR2 (o KDR en humanos y Flk-1 en ratón), así como a 
heterodímeros VEGFR1/VEGFR2. Cada monómero posee siete dominios de tipo 
inmunoglobulina en la región extracelular encargados del reconocimiento del VEGF, una 
cadena simple transmembrana y una región intracelular que posee dos regiones con 
actividad tirosina quinasa (Figura 1.1). Inicialmente, los receptores para el VEGF se 
identificaron en CE vasculares 24,25, pero posteriormente también se encontraron en células 
de origen hematopoyético 26. Además de estos receptores, existe un tercero denominado 
VEGFR3 o Flt-4 27, presente en CE de vasos linfáticos y con capacidad para unirse a 
VEGFC y VEGFD pero no al VEGF. También pueden encontrarse formas heterodiméricas 
VEGFR2/3 con capacidad para interaccionar con VEGFC y VEGFD (Figura 1.1). 
Finalmente, tanto el VEGF como sus receptores, interaccionan con co-receptores HSPGs 
(heparan sulphate proteoglycans) y neuropilinas. Esta interacción modula la respuesta del 
VEGFR1 y 2 afectando, por ejemplo, a la vida media del complejo receptor-ligando 7. La 
mayoría de los efectos reconocidos del VEGF sobre la CE están mediados por el VEGFR2, 
e incluyen el aumento de permeabilidad vascular, la supervivencia celular y la proliferación. 






El VEGFR1 o Flt-1 fue el primer receptor con actividad tirosina quinasa identificado 
como VEGFR 28, pero todavía se discute cuales son sus funciones. Todo parece indicar 
que esas funciones varían dependiendo del estadio de desarrollo o del tipo celular en 
cuestión. Los homodímeros de VEGFR1 tiene capacidad para reconocer al VEGF en sus 
formas A y B 29 así como al PlGF 30, pero los heterodímeros de VEGFR1/2 solo pueden 
unirse al VEGFA. Cuando se une a su ligando, el receptor presenta una menor capacidad 
de auto fosforilación en tirosina si se compara con el VEGFR2 28, pero la afinidad por el 
VEGF es mayor que la del VEGFR2 31. Este hecho, sumado a que se puede demostrar la 
actividad mitogénica y quimiotáctica del VEGF en CE modificadas para presentar sólo 
receptores de tipo 2 pero no cuando sólo presentan los de tipo 1, sugieren que el VEGFR1 
no es necesario para que el VEGF ejerza sus principales efectos 32. Sin embargo, los 
ratones deficientes para VEGFR1 mueren antes del nacimiento, por lo que, al menos 
durante el desarrollo, este receptor es de vital importancia 33,34 y persiste por tanto un 
margen de duda considerable acerca de la posible existencia de otras funciones del 
VEGFR1. Por otro lado, el VEGFR1 es responsable de la migración de macrófagos 
inducida por el VEGF 35 así como de la supresión de la maduración de células dendríticas 
36, por lo que se ha considerado que el VEGFR1 es un importante mediador del VEGF en 
células no endoteliales, mientras que en las CE funciona más como un regulador negativo 
de los efectos del VEGF mediados por el VEGFR2 al poder reducir la cantidad de VEGF 
disponible. La expresión del VEGFR1 es inducida por la hipoxia a través del factor inducible 
por hipoxia 1 37. Finalmente, comentar la existencia de una forma secretada de este 
receptor, denominada VEGFR1 soluble o sVEGFR1 (o incluso sFlt-1) (Figura 1.1), 
proveniente de un procesamiento alternativo de su ARNm y que no poseen región 
transmembrana ni región con actividad quinasa, cuya función parece ser la de bloquear el 




El VEGFR2 o KDR/Flk-1 reconoce la forma VEGFA 39 así como las forma VEGFD tras 
sufrir esta un procesamiento enzimático. Las formas VEGF-E y VEGFFs también son 
reconocidas por este receptor 16,17,40. Al igual que en el caso del VEGFR1, los ratones 
deficientes para VEGFR2 no son viables y mueren antes del nacimiento debido a graves 
deficiencias en el sistema vascular 41. Como mencionamos en el apartado anterior, este 
receptor tiene menos afinidad por el VEGF que el VEGFR1 42, pero presenta mayor 
actividad tirosina quinasa 28 y provoca la fosforilación de un mayor número de proteínas 
intracelulares que el VEGFR1 31, por lo que es considerado el principal mediador de las 
funciones del VEGF sobre la CE. Entre las proteínas intracelulares activadas tras la unión 
del VEGF al VEGFR2 podemos encontrar la PI3K, PKB/Akt, proteínas Rac, PLC-γ, PKC, 
óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), p38 MAPK, HSP27, Raf, MEK, p42/44 MAPK o 
proteínas de la familia Src 7 (Figura 1.2). In vivo, la expresión del ARNm para el VEGFR2, 
al igual que para el VEGFR1, está inducida por la hipoxia 43,44, pero in vitro no se ha 
conseguido observar incremento alguno 45. Además, y a diferencia del VEGFR1, la región 
1. Introducción 
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Figura 1.2: Principales proteínas intracelulares activadas a través del VEGFR2 
en las CE. Las proteínas dibujadas en azul oscuro son aquellas cuya conexión 
con el receptor es directa o está bien conocida. Las flechas discontinuas 
representan las conexiones entre el receptor y proteínas en las que no se 
conoce con precisión el modo de iniciación de las activaciones 
correspondientes. Los recuadros recogen la principales funciones biológicas 
últimas de las vías intracelulares activadas. Esquema adaptado a partir de la 
figura 2 de Olsson et al Nature Reviews Molecular Cell Biology 2006;7(5):359-
377 7. 
 
Funciones del VEGF 
 
Mitogénesis, angiogénesis, linfoangiogénesis y supervivencia endotelial 
 
Existen multitud de trabajos donde se demuestra la capacidad del VEGF para inducir 
mitosis de CE procedentes de arterias, venas y vasos linfáticos 46-48, pero además, es 
capaz de inducir la formación de estructuras de aspecto similar a capilares a partir de 
cultivos de CE 49,50 o anillos aórticos colocados sobre una matriz de colágeno 51, así como 
provocar una respuesta angiogénica en tejidos como la cornea 52. Por otro lado, aunque el 
VEGFA no es el inductor más potente, también se conoce su capacidad como generador 
de linfoangiogénesis 53. Finalmente, VEGF es un factor de supervivencia de la CE tanto in 
vitro como in vivo. In vitro, el VEGF previene de la muerte por falta de suero en el medio de 
cultivo 54 e induce la expresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 55 y survivina 56. In 
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vivo, es necesario para la correcta formación de la vasculatura 57 y favorece la 
supervivencia de otros tipos celulares como las neuronas 58-60. 
 
Incremento de la permeabilidad vascular y efectos hemodinámicos 
 
Desde que quedó demostrado que VPF y VEGF eran la misma proteína 5,6, a la 
capacidad del VEGF para provocar mitosis sobre las CE se le sumo la del aumento de la 
permeabilidad vascular, aunque quedaba por averiguar el modo por el cual ejercía el VEGF 
sus efectos. En 1997, Bates y Curry descubrieron el papel del Ca2+ en este proceso 61, y 
posteriores trabajos demostraron la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de la 
eNOS 62 y como ésta tiene un papel destacado en la permeabilidad vascular inducida por el 
VEGF 63. Por otro lado, y parece ser que a consecuencia del incremento de óxido nítrico 
(NO), el VEGF produce vasodilatación in vitro 64 y taquicardia e hipotensión in vivo 65. 
 
Efectos del VEGF sobre las células de la médula ósea y la hematopoyesis 
 
Tras el descubrimiento del VEGF no tardaron en aparecer evidencias sobre sus 
efectos en la quimiotaxis de monocitos 35 y más tarde sobre su capacidad para incrementar 
el número de linfocitos B 66. Usando técnicas de knockout condicional, se sabe que el 
VEGF es necesario para que células hematopoyéticas donantes colonicen la médula ósea 
irradiada del receptor 67. 
 
Factor inducible por hipoxia 
 
Los factores inducibles por hipoxia o HIFs (hypoxia-inducible factors) son factores de 
transcripción de tipo hélice-lazo-hélice básico o bHLH (basic helix-loop-helix) constituidos 
por dos subunidades denominadas α y β 68. Ambas subunidades pertenecen a una familia 
de proteínas que comparten una secuencia denominada dominio PAS, denominada así por 
las iniciales de las tres primeras proteínas descubiertas que tenían en común dicha 
secuencia; PER (period homolog), el translocador nuclear del receptor aril hidrocarbono o 
ARNT1 (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) y SIM (single-minded homolog) 
69,70. Los HIFs reconocen y se unen a los motivos de secuencia G/ACGTG 70 presentes en 
regiones del ADN nuclear denominadas elementos de respuesta a hipoxia o HREs 
(hypoxia-responsive elements) y que se encuentran asociados a gran número de genes 71-
73 (Tabla 1.1), entre los que destacan los de casi todas las enzimas de la glucolisis, así 
como el transportador de glucosa 1 y 3 (GLUT1 y 3) y los genes de la eritropoyetina (EPO) 









Producto Génico Función 
Adenilato quinasa 3 Metabolismo de nucleótidos 
Adrenomedulina Tono vascular y supervivencia 
Aldolasa A Metabolismo de la glucosa 
Aldolasa C Metabolismo de la glucosa 
Anhidrasa carbónica 9 Regulación del pH 
Ceruloplasmina Metabolismo del Hierro 
Ciclina G2 Proliferación 
Endotelina 1 Tono vascular, remodelación 
Enolasa 1 Metabolismo de la glucosa 
Eritropoyetina Eritropoyesis y supervivencia 
Factor de crecimiento del endotelio vascular Angiogénesis y supervivencia 
Factor de crecimiento derivado de insulina 2 Supervivencia y proliferación 
Factor de crecimiento transformante β3 Angiogénesis y proliferación 
Fosfofructoquinasa Metabolismo de la glucosa 
Fosfoglicerato quinasa 1 Metabolismo de la glucosa 
Gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa Metabolismo de la glucosa 
Hemo oxigenasa-1 Tono vascular y supervivencia 
Hexoquinasa 1 Metabolismo de la glucosa 
Hexoquinasa 2 Metabolismo de la glucosa 
Inhibidor del activador del plasminógeno 1 Angiogénesis 
Lactato deshidrogenasa A Metabolismo de glucosa 
NIP3 Apoptosis 
Oxido nítrico sintasa 2 Tono vascular y supervivencia 
p21 Proliferación 
p35srj Regulación de HIF-1 
Piruvato quinasa Metabolismo de la glucosa 
Prolil-4-hidroxilasa α(I) Metabolismo del colágeno 
Proteína de unión a IGF 1 Supervivencia, proliferación 
Proteína de unión a IGF 2 Supervivencia, proliferación 
Proteína de unión a IGF 3 Supervivencia, proliferación 
Receptor 1 del VEGF Angiogénisis 
Receptor adrenérgico α1B Tono vascular 
Receptor para transferrina Metabolismo del Hierro 
Transferrina Metabolismo del Hierro 
Transportador de glucosa 1 Metabolismo de la glucosa 
Transportador de glucosa 3 Metabolismo de la glucosa 
Triosa fosfato isomerasa Metabolismo de la glucosa 
 
Tabla 1.1: Productos génicos de algunos de los genes regulados por 
HIF-1 y su función fisiológica. 
 
Se conocen 3 tipos distintos de genes para las subunidades α; HIF-1α, HIF-2α y HIF-
3α 68,74,75 y 3 para las subunidades β, HIF-1β o ARNT1, ARNT2 y ARNT3. Las 3 
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subunidades α tienen capacidad para unirse a cualquiera de las subunidades β, pero 
dependiendo de que clase de heterodímero se forme, la eficacia del factor de transcripción 
para incrementar la expresión de sus genes dianas varía 76. Los ARNm para ambos tipos 
de subunidades así como sus productos proteicos se expresan de modo constitutivo, pero 
en condiciones de normoxia las subunidades α se encuentran en continua degradación 77. 




Tras unirse a HIF-1β/ARNT1 constituye, de entre todos los HIFs, el principal regulador 
de la expresión de genes con secuencias HREs en su región promotora. HIF-1α está 
presente en todos los eucariotas, en todo tipo celular y tanto en tejidos adultos como 
embrionarios 78. Se trata de una proteína vital para el desarrollo ya que regula la expresión 
de genes necesarios para la correcta formación del sistema vascular; los embriones 
deficientes homocigotos para el gen de HIF-1α fracasan antes del nacimiento 79. Dada su 
importancia, sigue siendo el más estudiado de todos los HIFs. 
 
HIF-1α posee un dominio bHLH en el extremo N-terminal responsable del 
reconocimiento de las regiones HREs y, junto con los dominios PAS, de la unión al ADN 
71,80. La región PAS también es responsable de la unión con la subunidad β. La regulación 
de la degradación de HIF-1α en condiciones de normoxia se realiza en el dominio de 
degradación dependiente de oxígeno o ODDD (oxygen-dependent degradation domain) 
donde se localizan las prolinas 402 y 564 y la leucina 493 necesarias para iniciar el proceso 
de degradación de la proteína 81. HIF-1α también posee dos dominios de transactivación o 
TADs (transactivation domain). El más cercano al extremo N-terminal se encuentra dentro 
de la región ODDD y es necesario para la unión con la proteína supresora de tumores von 
Hippel-Lindau o pVHL (von Hippel-Lindau tumor supresor protein) 82,83. El dominio TAD 
cercano al extremo C-terminal es necesario para la unión a p300 o a la proteína de unión a 
CREB o CBP (CREB binding protein), dos proteínas muy similares que actuan como 
puente entre algunos factores de transcripción y la maquinaria de transcripción 84. La 
secuencia de localización nuclear o NLS (nuclear localization signal) en el dominio 





Figura 1.3: Estructura de la proteína para HIF-1α. Se muestran los principales 
residuos responsables de la regulación de HIF-1α: las prolinas 402 y 564, la 
leucina 493 y asparagina 803. bHLH: dominio hélice-lazo-hélice, PAS: 
dominio PAS, ODDD: dominio de degradación dependiente de oxígeno, TAD: 







Hasta la fecha, se sabe que está subunidad comparte funciones con HIF-1α regulando 
los mismos genes, pero solo en aquellos tipos celulares donde se expresa. Esta parece la 
mayor diferencia con respecto a HIF-1α ya que, al contrario que HIF-1α, la forma 2α sólo 
ha sido detectada en CE, en riñón, en células catecolaminérgicas y en el pulmón durante el 
desarrollo 78. Los embriones de ratón HIF-2α -/- tampoco son viables pero el fracaso en el 
desarrollo ocurre en fases más avanzadas y se debe a deficiencias en la producción de 
catecolaminas 85 y no a alteraciones en el desarrollo vascular como ocurre en el caso de 
HIF-1α. HIF-2α comparte una estructura muy similar a HIF-1α y su expresión también se 
regula por la concentración de O2, pero además, HIF-2α posee un residuo de cisteína en la 
región de unión con la subunidad ARNT que puede permitir una regulación específica por 




Al igual que HIF-1α o HIF-2α, la expresión de la proteína para HIF-3α está regulada 
por la concentración de oxígeno, pero al contrario que los anteriores, los heterodímeros 
formados por HIF-3α/ARNT apenas tiene capacidad para inducir la expresión de los genes 
regulados por HIFs. Parece ser que, a través de sus isoformas más comunes, actúa como 
regulador negativo al impedir la acción de HIF-1 y HIF-2 87,88. La más estudiada es una 
forma denominada proteína PAS inhibitoria o IPAS (inhibitory PAS protein) que no posee la 
región TAD en la zona C-terminal y que dimeriza con HIF-1α formando un complejo sin 
capacidad transcripcional 89. El que tanto IPAS y HIF-1α se induzcan en los mismos tejidos 




Al igual que las subunidades α, las distintas subunidades ARNTs se encuentran 
expresadas de manera diferente. HIF-1β o ARNT1, al igual que HIF-1α se encuentra 
presente en todos los tejidos adultos y en desarrollo de humanos y ratones, mientras que 
ARNT2 sólo se expresa en riñón y cerebro 78,90,91. En cuanto a la estructura, comparten los 
dominios PAS y bHLH del mismo modo que las subunidades α y posee una región TAD en 
el extremo C-terminal implicada en la regulación de la actividad transcripcional del factor 
(Figura 1.4). A diferencia de las subunidades α, la secuencia NLS se localiza en el extremo 
N-terminal y no posee dominios ODDD. Por tanto, su degradación no es dependiente de la 
concentración de oxígeno y son estables durante mucho mas tiempo. Los ARNTs también 
interaccionan con el receptor aril hidrocarbono o AHR (aryl hydrocarbon receptor), PER y 







Figura 1.4: Estructura de la proteína para HIF-1β. bHLH: dominio hélice-
lazo-hélice, PAS: dominio PAS, TAD: dominio de transactivación, NLS: 
secuencia de localización nuclear. 
 
Regulación de HIF-1α 
 
Para constituirse un heterodímero HIF dentro del núcleo, la subunidad α tiene que 
translocarse y ser capaz de unirse a la subunidad β. El mejor y más estudiado estimulo 
capaz de estabilizar a HIF-1α es la hipoxia. Por debajo de una presión parcial de O2 del 6% 
y mediante técnicas de Western blot, comienza a observarse un incremento de la proteína 
para HIF-1α 77. Está estabilidad se alcanza rápidamente y es debida a que la ruta de 
degradación de HIF-1α, por déficit de O2, queda bloqueada. En condiciones de normoxia, 
los residuos de prolina (402 y 564) localizados dentro de la región ODDD (Figura 1.3) son 
hidroxilados mediante la acción de enzimas con dominios prolina-4 hidroxilasas 
denominados PHDs (prolyl-hydroxylase domain) 81,92,93. Estas hidroxilaciones constituyen la 
primera señal para la degradación de HIF-1α 94. Del mismo modo, un residuo de 
asparagina (803) localizado en el dominio TAD del extremo C-terminal (Figura 1.3) es 
hidroxilado por el factor inhibidor de HIF o FIH (factor inhibiting HIF) 95, pero a diferencia de 
las hidroxilaciones anteriores, la hidroxilación del residuo de asparagina no interviene en la 
degradación de HIF-1α. Tras las hidroxilaciones en prolinas, un complejo multienzimático 
reconoce dichos sitios y liga una cadena de poliubiquitina que servirá de señal al 
proteasoma para degradar a HIF-1α. A continuación, pasaremos a describir cada una de 
las proteínas implicadas en la degradación dependiente de oxígeno de HIF-1α. 
 
PHDs y FIH 
 
Las PHDs y el FIH son enzimas con capacidad para hidroxilar a HIF-1α pero que 
poseen una gran homología con la familia de hidroxilasa de residuos de prolina del 
colágeno y con la gran familia de oxigenasas que requieren de hierro como co-substrato 96. 
Estas hidroxilasas son totalmente dependientes de O2, Fe2+ y 2-oxoglutarato. 
Concretamente, el uso de quelantes de Fe2+ como la desferoxamina mimetiza una situación 
hipóxica al inhibir la acción de las PHDs y bloquear la degradación de HIF-1α 68. 
 
Se han descrito tres PHDs; PHD1, 2 y 3 92,93 con capacidad para hidroxilar a los 
residuos de prolina 402 y 564 de HIF-1α y una única forma de FIH capaz de hidroxilar el 
residuo de asparagina 803 95 (Figura 1.3). Mediante el empleo de técnicas de ARN de 
interferencia para inhibir la actividad de las PHDs ha podido demostrase que la PHD2 es la 
principal responsable de la hidroxilación de HIF-1α 97. De las dos residuos de prolina, la 
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564 es fundamental para que HIF-1α pueda degradarse. La asparagina no interviene en el 
proceso de degradación, pero si regula la capacidad transcripcional de HIF-1; mientras esta 
se encuentre hidroxilada, el factor no puede interaccionar con la proteína nuclear p300 o 




Una vez hidroxilada la prolina 564, la proteína pVHL reconoce la región comprendida 
entre los residuos 549-582 y se une a HIF-1α 81-83,99-102. pVHL es la proteína de 
reconocimiento de un complejo multienzimático que une una cadena de poliubiquitina a 
HIF-1α marcándolo como diana de degradación por el proteasoma. Junto a pVHL, el 
complejo está constituido por las proteínas elongina B, elongina C, Cul2 y Rbx y la ligasa 
E3. 
 
La ubiquitina es una pequeña proteína (8,6 kDa) de secuencia muy conservada 
presente en todos los eucariotas. El denominado sistema de la ubiquitina constituye el 
principal mecanismo de la célula para regular numerosas proteínas mediante un proceso 
de degradación selectiva 103 y de su correcto funcionamiento depende procesos tan 
importantes como la transducción de señales, el ciclo celular o la apoptosis. La ubiquitina 
sufre una activación a través de la acción de las enzimas E1 y E2 para poder formar 
polímeros una vez ligada a la proteína diana (en nuestro caso HIF-1α) a través de la ligasa 
E3. El Co2+ puede simular una estado hipóxico al impedir la interacción entre HIF-1α y 
pVHL aun cuando exista hidroxilación, impidiendo que continúe el proceso de marcaje con 
ubiquitina 104 y bloqueando la degradación de HIF-1α. De ahí que el uso de CoCl2 




El proteasoma 105 es la etapa final en la degradación de HIF-1α. El complejo del 
proteasoma reconoce a HIF-1α ubiquitinizado y procede a la degradación proteolítica. El 
proteasoma de mamíferos o proteasoma 26S es un complejo multiproteico compuesto por 
4 anillos heptaméricos apilados en forma de cilindro hueco, conocido como proteasoma 
20S, dos “bases” y dos “tapaderas” (base y lid en inglés). Las bases también tiene forma de 
anillo, pero están constituidas por 9 monómeros cada una. Cada anillo base se localiza en 
un extremo del proteasoma 20S. Las tapaderas están formadas por 8 monómeros y se 
localizan sobre las bases. Las tapaderas se encargan del reconocimiento de proteínas 
ubiquitinizadas, es decir, son las responsables de reconocer qué proteínas están marcadas 
para su degradación, mientras que los anillos bases se encargan de desdoblar las 
proteínas reconocidas para degradación e introducirlas en el proteasoma 20S, que será 
quien finalmente realice la proteolisis 106. En nuestro caso, la CE, la eficacia de este 
sistema de degradación; hidroxilación, reconocimiento por pVHL, marcaje con ubiquitina y 
proteolisis a través del proteasoma, es tan eficaz, que hace casi indetectable la proteína de 
HIF-1α mediante técnicas de Western blot y en condiciones de normoxia. 
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Especies reactivas del oxígeno 
 
En biología, el término especies reactivas del oxígeno o ROS (reactive oxygen 
species) incluye iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos (Tabla 1.2). Son formas 
químicas derivadas del oxígeno molecular con gran capacidad para reaccionar con otras 
moléculas y estructuras de la célula y de naturaleza orgánica o inorgánica. La naturaleza 
radical o no de la especie reside en si posee o no algún electrón desapareado 
independientemente de la carga, aunque en caso de poseer carga, se habla de radical 
iónico, este sería el caso del radical aniónico superóxido (O2•) 107. 
 
Radicales No radicales 
Superóxido (O2•) Peróxido de hidrógeno (H2O2) 
Hidroxilo (HO•) Ácido hipocloroso (HOCl) 
Hidroperoxilo (HOO•) Ozono (O3) 
Alcoxilo (RO•) Singlete de oxígeno (1O2) 
Peroxilo (ROO•)  
 
Tabla 1.2: Especies reactivas del oxígeno según su naturaleza radical o no radical. 
 
En el caso de mamíferos, aproximadamente el 90% del O2 consumido es reducido 
hasta formar H2O durante el proceso de la respiración que tiene lugar en las mitocondrias 
108. Sin embargo, como todo proceso bioquímico, la reducción del O2 hasta H2O puede ser 
incompleta, produciéndose especies químicamente muy inestables y de modo general con 
gran capacidad oxidante; las ROS. Además de a través de reducciones incompletas 
durante la respiración celular, la célula recibe y produce distintas ROS a través de diversos 
procesos enzimáticos y reacciones químicas. Por otro lado, la célula posee sistemas de 
eliminación de ROS o sistemas antioxidantes que incluyen enzimas como la superóxido 
dismutasa (SOD), agentes quelantes que eliminan metales de transición como el hierro y 
moléculas antioxidantes como el colesterol o ciertas vitaminas. En la Figura 1.5 se 
muestran los principales procesos bioquímicos generadores de ROS dentro de la célula, 
así como los más importantes sistemas antioxidantes. En las CE, la principal fuente de 
producción de ROS y concretamente de O2• no corresponde a la cadena respiratoria 
mitocondrial, sino a los complejos enzimáticos NADPH oxidasas localizados en las 
membranas celulares 109-113. El O2• es una especie de vida media muy corta (del orden de 
µs) que, aunque no es un potente oxidante, por su naturaleza inestable interacciona con 
otras moléculas y estructuras celulares. No puede por si mismo atravesar membranas 
biológicas pero si usar canales de membrana y que por acción de las SOD se transforma 
en peróxido de hidrógeno (H2O2), una ROS mucho más estable que el O2• y soluble en 
lípidos. Otra molécula muy importante para el endotelio es el peroxinitrito (ONOO-), un 
potente oxidante formado a partir del NO y el O2• y que se ha relacionado con transtornos 






Figura 1.5: Reacciones químicas y enzimáticas generadoras de ROS y principales sistemas 
antioxidantes presentes en casi todas las células eucariotas. El oxígeno molecular (O2) a 
través de sucesivas ganancias de electrones y protones puede transformarse en radical 
aniónico superóxido (O2•), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (HO•). La 
formación de ROS pueden deberse a la propia actividad enzimática de la célula, a 
reacciones químicas o a efectos de la radiación. La superóxido dismutasa transforma el O2• 
en O2 y H2O2 y la catalasa desdobla el H2O2 en O2 y H2O. El ácido hipocloroso (HOCl) es 
producido por la mieloperoxidasa en neutrófilos activados. El O2• puede interaccionar con el 
óxido nítrico (NO) y formar peroxinitrito (ONOO-). Por otro lado, existen sistemas enzimáticos 
celulares como son el glutation (GSH) y la tioredoxina reducida (TRX red), que actúan sobre 
el H2O2 y otros sustratos oxidados (a través de la GSH peroxidasa en el caso del GSH). Las 
formas oxidada del GSH (GSSG) y TRX (TRX ox) pueden ser reducida de nuevo a GSH y 
TRX red a través de la GSH y TRX reductasas respectivamente y usando NADPH. Esquema 
adaptado a partir de la figura 1 de Kamata et al Cell Signal 1999;11(1):1-14 115. 
 
El complejo enzimático de la NADPH oxidasa 
 
El complejo enzimático de la NADPH oxidasa está formado por dos proteínas de 
membrana, gp91phox o Nox2 y p22phox, y un grupo de proteínas citoplasmáticas que actúan 
como subunidades reguladoras; p67phox, p47phox, p40phox y una GTPasa; Rac, una proteína 
G de las denominadas “pequeñas”, y que puede ser Rac1 o Rac2 (Figura 1.6) 116. Estas 
proteínas fueron descritas en neutrófilos (“phox” proviene de las iniciales phagocyte 
oxidase, oxidasa de fagocito), que utilizan las ROS como ataque químico contra patógenos, 
pero posteriormente se localizaron en otros tipos celulares como la propia CE 117,118. En el 
caso de las CE, gp91phox también puede ser sustituido por Nox1 y Nox4 119. Cuando se 
produce la señal de activación del complejo, las subunidades citoplasmáticas se unen a 
gp91phox/p22phox constituyendo una cadena de transporte electrónico capaz de transferir un 
electrón desde una molécula de NADPH a otra de O2; como resultado se forma una 
molécula de O2•. Sin embargo, hay dos diferencias fundamental entre los complejos 
enzimáticos de la NADPH oxidasa de las CE con respecto a los presentes en neutrófilos. 
Primero, las CE poseen gran parte de los complejos preensamblados presentando un 
grado bajo de activación permanente, mientras que en el caso de los neutrófilos, los 
complejos están inactivos hasta que reciben la señal de activación. Segundo, en las CE los 
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complejos se localizan intracelularmente de modo que la producción de ROS está dirigida 
hacía el interior celular 120 y no hacia el medio extracelular como en el caso de los 
neutrófilos donde los complejos se localizan en la cara exterior de las membranas. Estas 
dos diferencias son suficientes para entender como un mismo sistema generador de ROS 
puede servir a distintos tipos celulares para alcanzar objetivos muy diversos. El neutrófilo 
utiliza la sobreproducción de ROS para atacar patógenos invasores del organismo, 
mientras que la CE aprovecha esa producción como mecanismo de señalización celular. 
 
Neutrófilo        Célula endotelial 
 
Figura 1.6: Principales componentes del complejo multienzimático de la NADPH oxidasa en el 
neutrófilos y en la CE. En el caso de las CE, gp91phox también puede ser sustituido por Nox1 y Nox4 
119. Esquema adaptado a partir de la figura 1 de Griendling et al Circ Res 2000; 86(5):494-501 121. 
 
El estado rédox celular 
 
El conjunto de ROS presente en la célula; qué especies están presentes y a qué 
concentración, es lo que se conoce como “estado rédox”, y el denominado “estrés 
oxidativo” ocurre cuando se produce una variación en dicho sistema rédox, aunque siempre 
hace referencia a un incremento de al menos una especie en concreto. El desequilibrio en 
la homeostasis del sistema rédox puede deberse a una sobreproducción de ROS por 
cualquiera de los mecanismos mostrados en la Figura 1.5 o por una deficiencia en los 
sistemas antioxidantes. Si este desequilibrio es importante, las ROS pueden inducir muerte 
celular por activación de la apoptosis 122,123 o incluso, si se trata de un desajuste masivo, 
por necrosis 124,125. Sin embargo, si el desequilibrio no alcanza un nivel potencialmente 
letal, el estrés oxidativo produce variaciones en la fisiología celular al actuar sobre las vías 
de transducción de señales 126-130. En estos casos, las ROS llegan a comportarse como 
auténticos segundos mensajeros intracelulares 108,131,132. Por citar algunos ejemplos 
clásicos, el H2O2 y el O2• promueven el crecimiento de células musculares lisas vasculares 
activando las MAPKs p38 y p42/44 133, JNK y nuevamente p38 MAPK son activadas por el 
H2O2 producido en el tejido cardiaco tras sufrir isquemia/reperfusión 134. Akt, una importante 
quinasa implicada en la supervivencia celular, es activada por H2O2 135. La PKC 136, 
tirosinas fosfatasas 137,138 y hasta la señalización por Ca2+ 139 se ven también afectadas por 
variaciones en el estado rédox celular. 
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VEGF, ROS y HIF-1 
 
Aunque es la concentración de oxígeno la principal responsable de la regulación de la 
expresión del VEGF 140,141 a través de HIF-1, existen numerosos factores de crecimiento 
(EGF, IGF-1, TGFα y β, PDGF y FGF) 142-144, citoquinas (IL-1α y IL-6) 145,146 y hormonas 
(TSH, ACTH) 147,148 que también producen incrementos en los niveles de expresión del 
VEGF. Y lo más interesante de estos factores solubles es que en muchos casos está 
descrita su capacidad para incrementar los niveles del propio HIF-1, el principal regulador 
del VEGF. Efectivamente, la mayoría de los trabajos que relacionan los incrementos en la 
expresión del VEGF por factores solubles también describen una activación necesaria y 
previa de HIF-1 149-153. 
 
Por otro lado, con respecto a una relación entre ROS y VEGF, podemos asegurar que 
existe y que es reciproca. Es decir, variaciones en los niveles de ROS intracelulares 
modifican la expresión del VEGF y el propio VEGF por su parte altera el nivel de ROS tras 
unirse a sus receptores 112,154,155. Lo que ya es más discutido es la relación entre ROS y 
HIF-1. En la literatura podemos encontrar trabajos que aportan resultados muy distintos 
atendiendo al tipo celular o modelo estudiado, a la fuente de las ROS (mitocondrial, 
sistemas de membrana o fuentes exógenas) o a las condiciones experimentales 
(concentración de oxígeno, confluencia del cultivo, baja disponibilidad de ATP, etc.) 156-161. 
Sin embargo, podemos extraer dos conclusiones: 1) no siempre una variación de las ROS 
se traduce en una respuesta en los niveles de HIF-1, 2) el efecto de una ROS sobre los 
niveles de HIF-1 puede ser positivo o negativo en función de las condiciones fisiológicas en 
las que se encuentre la célula. 
 
Con todo esto en mente, la posibilidad de que el VEGF, al igual que otros factores de 
crecimientos con receptores con actividad tirosina quinasa, al provocar cambios en el 
estado rédox de la CE pueda ejercer algún efecto sobre su propio y principal regulador 
transcripcional, HIF-1, añadiría nueva información sobre como las ROS pueden actuar 
como intermediarios en los complejos mecanismos de señalización celular. Así mismo, si 
esta conexión VEGF-ROS-HIF-1 existe en la CE, el siguiente paso sería verificar la 
capacidad de ese HIF-1 activo y comprobar que efectos tiene sobre la CE. En esta tesis 
doctoral, usando como modelo experimental cultivos primarios de CE, confluentes y en 
normoxia, describiremos la capacidad del VEGF para producir incrementos en HIF-1, su 
principal regulador transcripcional, así como los mecanismo que intervienen en dicha 
inducción. 
 
Implicaciones biológicas y fisiopatológicas de la acción 
de factores de crecimiento sobre HIF-1 
 
A continuación, revisaremos someramente los posibles efectos de la activación de HIF-
1 por efecto del VEGF u otros factores de crecimiento en distintas situaciones patológicas. 
La presente revisión no trata de ser exhaustiva con los efectos de HIF-1, pero intenta dar 
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una visión de conjunto de las circunstancias tan diversas en que este factor transcripcional 
se halla implicado y de las extraordinarias posibilidades terapéuticas que ofrecen su 




El rápido crecimiento de los tumores determina que su incremento de tamaño no se 
acompañe de un desarrollo vascular suficiente, lo que genera zonas de hipoxia en el 
interior de la masa tumoral. Esta hipoxia activa HIF-1 y éste a su vez pone en marcha toda 
la familia de genes angiogénicos importantes para el tumor entre los que se encuentra el 
VEGF 162. HIF-1 por tanto aumenta la densidad y permeabilidad vascular dentro de los 
tumores facilitando su crecimiento y posteriormente la temida metástasis; los vasos son la 
salida para las células cancerosa con capacidad para colonizar otros tejidos. 
Independientemente de la hipoxia, en algunos tumores, como hemangioblastomas y 
carcinomas renales, la activación de HIF-1 se relaciona con la inactivación funcional del 
gen supresor para pVHL, lo que disminuye la degradación y aumenta el HIF-1 total de la 
célula aun en normoxia 163,164. Si bien el incremento de HIF-1 en los tumores es un hecho 
demostrado, no se han desarrollado aún muchos abordajes terapéuticos basados en su 
bloqueo específico 165. Ahondando un poco más, se desconocen las causas de por qué, 
dentro de todos los genes dependientes de HIF-1, solo se expresan con mayor intensidad 
algunos, un fenómeno que debe estudiarse y que se relaciona con la presencia de sitios 
co-reguladores de los efectos de la unión del HIF-1 a los HRE. 
 
Anemia y eritropoyesis 
 
HIF-1 es esencial en la inducción fisiológica del gen de la EPO. Además, hay que 
destacar que HIF-1 actúa sobre al menos tres genes de importancia en cuanto al efecto de 
la EPO sobre el organismo: el de la transferrina, necesario para la oferta de hierro a las 
células eritroides, el del VEGF, cofactor en la estimulación de estas mismas células y el de 
la NOS2, necesario para la producción de NO y que permite el mantenimiento de cifras 
normales de presión arterial durante el efecto de la EPO. Este último efecto tiene tal grado 
de importancia que si en ratones transgénicos para la EPO humana es inhibida la NOS2 se 
llega a producir la muerte por complicaciones masivas cardiovasculares 166. Como 
patología asociada, personas con mutaciones estimulatorias de HIF-1, como mutaciones 
del gen para pVHL, presentan policitemia familiar o eritrocitosis paraneoplásica 167. De 
especial interés, la EPO no solo tiene funciones como regulador de la eritropoyesis, sino 
que participa en diferentes mecanismos, entre otros la vascularización retiniana y de la 
glándula mamaria, diferenciación de adipocitos, maduración embrionaria de la cresta 
neural, citoprotección neuronal, de miocardiocitos y de túbulos renales en situaciones de 
isquemia/repercusión 168. En otro aspecto, el mecanismo exacto por el cual aumenta la 
EPO en la anemia humana no está satisfactoriamente descrito, y, por ejemplo, los 
pacientes de las Unidades de Cuidados Intensivos pueden tener niveles de EPO 
demasiado bajos para el grado de anemia que presentan; las razones no se conocen 
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suficientemente, y quizás estudios acerca del grado de actividad de HIF-1 en estos 




En la isquemia miocárdica se han detectado aumentos de VEGF relacionados con 
estimulación hipóxica 170 y los niveles de VEGF en leucocitos expuestos a hipoxia se 
correlacionan con el grado de formación de colaterales que induce la isquemia coronaria in 
vivo 171. En este sentido, es de prever que los desarrollos terapéuticos se dirigirán 
progresivamente a drogas que aumenten la activación de HIF-1 o inhiban su degradación, 
como por ejemplo el PR39, un péptido derivado de los macrófagos que induce 
angiogénesis miocárdica 172. Un segundo aspecto de interés es el del papel de HIF-1 en el 
pre-condicionamiento cardíaco ante la isquemia, en el que tiene un papel relevante la 
síntesis de nuevas proteínas en las primeras 24 h que siguen a un episodio agudo, con 
particular referencia a la NOS2 en miocardiocitos y células endoteliales 173. Por otro lado, la 
anemia es un factor patogénico relevante en la insuficiencia cardiaca y cuyo origen está 
aún discutido 174. La presencia de niveles elevados de EPO en pacientes con insuficiencia 
cardiaca hace probable que HIF-1 esté previamente estimulado, pero no se dispone aún de 




En modelos de oclusión vascular en ratas, se ha visto un incremento de la expresión 
de ARNm de HIF-1 en la zona de penumbra o tejido viable circundante al infarto 175. Esto 
coincide con la expresión de ARNm de otros genes transactivados por HIF-1, como 
enzimas glucolíticas y VEGF, que promueven la supervivencia neuronal 176. El desarrollo de 
fármacos que potencien la acción de HIF-1 podría significar una mejor recuperación del 




Algunos de los mecanismos de carcinogénesis mediada por los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos encontrados en el humo del tabaco y en la contaminación urbana, 
depende de su unión a AhR y su dimerización con ARNT, proteína que también dimeriza 
con HIF-1α para constituir HIF-1 68. Por otra parte, la exposición al humo del tabaco reduce 
la angiogénesis inducida por hipoxia, disminuyendo la expresión de VEGF y HIF-1α, a 
través de una desestabilización de HIF-1α por el monóxido de carbono producido en la 
combustión del cigarrillo. Esta supresión de genes angiogénicos puede ser determinante en 
los efectos del tabaco sobre la microcirculación, habiéndose propuesto terapéuticas 
basadas en la administración de vectores portadores de VEGF 177. Sin embargo, 
recientemente se ha descrito como el CO puede ejercer un efecto citoprotectivo al ser 
capaz de inducir rápidamente HIF-1α en macrófagos 178. 
 




En la preeclampsia, existe un fallo primario del trofoblasto para invadir el miometrio e 
inducir la remodelación de las arterias espirales uterinas durante la placentación. Esto 
provoca una disminución de la perfusión de la placenta y una situación de hipoxia que 
activa HIF-1, promueve la expresión de TGFβ3 y la síntesis del sVEGFR1, el receptor 
soluble del VEGF 179, que bloquea al VEGF y empeora la perfusión de la placenta. En este 
contexto, son posibilidades terapéuticas la inhibición de HIF-1/TGFβ3 con oligonucleótidos 
antisentido, o la administración de VEGF. Por otro lado, en el crecimiento intrauterino 
retardado existe una disminución de la perfusión placentaria e hipoxia que quizás explique 
el aumento de la proteína de unión al factor de crecimiento insulínico o IGFBP-1 (insulin 
growth factor binding protein-1) en sangre de cordón umbilical de neonatos con retraso de 
crecimiento 180. El IGFBP-1, cuyo gen está regulado transcripcionalmente por HIF-1 de 




En modelos animales, se ha observado que la exposición a hiperoxia en el período 
neonatal, determina regresión vascular e isquemia, fenómenos similares a los descritos en 
la retinopatía de prematuros y que se relacionan con alteraciones de la expresión génica. 
Del mismo modo, se considera crucial el papel de factores como el VEGF en la 
neovascularización retiniana de la diabetes mellitus y otras retinopatías proliferativas 181-183. 
Este es uno de los campos en los que el progreso terapéutico puede ser más acelerado, ya 




El VEGF aumenta localmente durante la curación de heridas involucrando un 
mecanismo mediado por ROS 184. En este contexto, la sobreactivación de la vía de HIF-1 
puede ser útil para incrementar la vascularización, permeabilidad vascular y cicatrización 



















































El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en aportar nuevos datos sobre el 
modo en el que el VEGF ejerce su acción sobre cultivos de células endoteliales en 
confluencia y en condiciones no hipoxicas. A continuación, se enumeran y detallan los 
principales objetivos planteados a lo largo de la tesis. 
 
1. Investigar el efecto que ejerce el VEGF y la eritropoyetina sobre el factor de 
transcripción HIF-1. Concretamente, estudiaremos la influencia de estos factores de 
crecimiento sobre los niveles de la subunidad α de HIF-1. 
 
2. Evaluar el incremento de ROS producido por el VEGF y determinar que ROS 
intervienen en la inducción de HIF-1α. 
 
3. Estudiar qué fuente intracelular generadora de ROS media en el efecto del VEGF sobre 
HIF-1α. 
 
4. Estudiar qué rutas de señalización participan en los incrementos de HIF-1α observados. 
 
5. Determinar si el modo en que el VEGF aumenta los niveles de HIF-1α consiste en 
disminuir su tasa de degradación, en incrementar su síntesis o a una combinación de 
ambos fenómenos. 
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Obtención y cultivo primario de células endoteliales de aorta bovina 
 
Las células endoteliales de aorta bovina o BAEC (bovine aortic endotelial cell) fueron 
las CE empleadas en la mayoría de los experimentos. Se aislaron a partir de fragmentos de 
aorta (10-15 cm de longitud) donados por los mataderos de Gypisa (Pozuelo de Alarcón, 
Madrid) y Nombela (Coslada, Madrid). El método de obtención y cultivo es una 
modificación del protocolo descrito por Jaffe y col 185. Brevemente, las aortas se recogieron 
en DPBS suplementado con antibióticos y una vez en el laboratorio, y en condiciones de 
esterilidad, las aortas se limpiaron de tejido conectivo, se ligaron con hilo los vasos 
secundarios para evitar la salida de líquido del interior de la aorta y se lavaron por dentro 
con DPBS para eliminar coágulos y restos de sangre. A continuación, cada fragmento de 
aorta se rellenó con DPBS que llevaba disuelto colagenasa tipo II taponando los dos 
extremos con pinzas quirúrgicas y se incubaron a 37 ºC durante 20 minutos. La colagenasa 
tipo II rompe la red de colágeno de la matriz basal provocando la liberación del endotelio, la 
capa superficial interna del vaso que esta constituido exclusivamente por CE. Para detener 
la actividad de la colagenasa, se añade RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino o 
FBS (foetal bovine serum). Seguidamente, se recogió todo el volumen contenido en cada 
aorta y se centrifugó a 1800 rpm durante 10 minutos. Tras descartar el sobrenadante, los 
pellets de células se resuspendieron y homogenizaron en RPMI-1640 suplementado con 
antibióticos, Glutamax (una fuente de L-glutamina) y FBS. Finalmente, los volúmenes de 
medio con las células en suspensión se repartieron en frascos de cultivo. Las células 
obtenidas se cultivaron en incubador con ambiente controlado; 37º C, 5% de CO2 y 
humidificado. Una vez que las CE llegan a confluencia, se tripsinizan y se resiembran para 
ampliar el cultivo. Después de este primer pase, se emplea un medio selectivo para CE: 
MEM D-valina, suplementado con antibióticos, Glutamax y suero adulto bovino o DCS 
(Donor Calf Serum). La D-valina es el esteroisómero de la L-valina, un aminoácido esencial 
y que solo la célula endotelial puede metabolizar en ambas formas. De este modo, el medio 
selecciona a las CE frente a otras células contaminantes que hayamos arrastrado durante 
la digestión con la colagenasa como pueden ser los fibroblastos. Los cultivos de CE se 
usaron entre los pases 2 y 5 para los diferentes experimentos. Las células se 
caracterizaron como endoteliales por su fenotipo característico y la apariencia en 
"pavimento", crecimiento en monocapa y tinción para factor VIII. Con anterioridad, el 
Laboratorio realizó una caracterización exhaustiva de estas células incluyendo tinciones 
para filamentos intermedios específicos del endotelio (desmina y vimentina) y F-actina. 
 
Obtención y cultivo primario de células endoteliales de vena de cordón umbilical 
humano 
 
Las CE de vena de cordón umbilical humano o HUVEC (human umbilical vein 
endothelial cells) fueron obtenidas a partir de cordones donados para investigación, previa 
firma de un documento de conocimiento informado, y provenientes del servicio de 
obstetricia de la Fundación Jiménez Díaz-Capio. Los cordones se recogieron en un 
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recipiente estéril inmediatamente después del parto y llevados en frío hasta el laboratorio. 
Una vez en condiciones de esterilidad, se eliminaron los restos de sangre ayudados de 
gasas estériles y se canularon por la vena principal. La cánula se fijó al cordón con pinzas 
quirúrgicas y se le incorporó un grifo. A través de la cánula, cada cordón se lavó 2 veces 
con suero salino. Después del lavado, cada cordón se cerró por el extremo contrario a la 
cánula con la ayuda de una pinza fija, se rellenó de medio M199 que llevaba disuelto 
colagenasa tipo II, se cierra el grifo de la cánula y se incuba a 37 ºC durante 20 minutos. 
Para recoger las células desprendidas por la colagenasa, se cortaron los cordones por 
encima de la pinza fija y, ayudándose de una jeringa acoplada al grifo de la cánula, se hizo 
presión introduciendo medio M199 suplementado con FBS para inactivar la colagenasa. El 
medio del interior de cada cordón se recogió en recipientes estériles y seguidamente se 
centrifugó para precipitar las células. Los sobrenadantes se descartaron y los pellets de 
células se resuspendieron con medio M199 suplementado con antibióticos, FBS, un 
suplemento comercial para el crecimiento de CE denominado ECGS (endothelial cell 
growth supplement), fluconazol (un antifúngico de baja toxicidad celular) y heparina (impide 
la coagulación de los restos de sangre que se obtienen de los cordones tras la incubación 
con la colagenasa). Después del primer pase con tripsina, estos dejan de añadirse al 
M199. 
 
Protocolo experimental general 
 
En todos los experimentos, los cultivos de CE se encuentran en confluencia para 
reproducir las condiciones del endotelio en situación fisiológica normal dentro de los 
organismos. De modo general, al alcanzarse la confluencia, el medio de crecimiento es 
sustituido por medio sin suero para provocar una parada del ciclo celular en todas las 
células del cultivo. En el caso de las BAEC, este medio consiste en MEM D-Valina 
suplementado con aminoácidos esenciales y Glutamax. Tras 24 horas de espera con el 
medio sin suero, se añaden los estímulos. En el caso de ensayos en presencia de 
inhibidores (Tabla 3.4), primero incorporamos estos al medio de depleción y tras 30 
minutos de incubación añadimos los estímulos. En todos los casos los inhibidores no se 
retiran por sustitución del medio, sino que permanecen junto al estimulo correspondiente 
durante todo el experimento. En el caso de las HUVEC, el medio de experimentación lleva 
un 1% de FBS, los aminoácidos no esenciales y el Glutamax. El tiempo de espera en este 
caso fue de sólo 2 horas antes del experimento. 
 
Plásmidos, oligonucleótidos antisentidos y método de 
transfección 
 
Método de transfección transitoria en CE 
 
Para llevar a cabo transfecciones transientes en CE hemos empleado el método 
basado en la molécula FuGene. Sembramos las BAEC a una densidad de 2x105 
células/cm2 el día antes de la transfección para asegurarnos una confluencia del 80% 
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aproximadamente. El protocolo de transfección seguido fue el indicado por el fabricante 
usando una relación ADN - FuGene de 1:3 respectivamente. Brevemente, se mezcla 
primeramente el FuGene con medio de cultivo sin suero y sin antibióticos y dejamos 
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Después, añadimos el ADN y tras 
esperar 45 minutos de incubación a TA, añadimos la mezcla sobre el medio de cultivo 
dejándolo caer gota a gota a la vez que mantenemos en agitación la placa de cultivo. Al 
alcanzar la confluencia (24-48 horas después), da comienzo el experimento. Para 
determinar la eficacia de las transfecciones cada experimento lleva un control transfectado 
con el vector pEGFP-N1 que expresa la GFP de modo constitutivo permitiendo visualizar 
las células transfectadas mediante microscopia de fluorescencia y contabilizarlas por 
citometría de flujo. De este modo, determinamos que la eficacia de transfección fue de más 
del 50% en todos los casos. Los plásmidos utilizados se obtuvieron a partir de 
transformaciones en bacterias E. Coli, cepa DH5α de fenotipo competente, usando el kit 
comercial Endofree Plasmid Maxi Kit. 
 
Vectores de expresión 
 
Para inhibir la producción de O2• dependiente de la Rac1-NADPH oxidasa, 
transfectamos las CE con un dominante negativo de Rac1 introducido en el vector 
comercial pcDNA3 y denominado como “pcDNA3-Rac1N17”. Este vector fue donado por el 




Los ensayos con plásmidos reporteros nos sirvieron para estudiar la actividad del 
promotor del VEGF sobre la transcripción de la luciferasa. Esta construcción (VEGF-luc) 
fue donada por el Dr. Gregg L. Semenza de la Johns Hopkins University School of 
Medicine 186 y contiene la secuencia promotora del gen para el VEGF comprendida entre 
los pares de bases -2274 al 379 con respecto al sitio de inicio de la transcripción. Para el 
ensayo, cotransfectamos VEGF-luc o el vector vacío (pGL2-Basic) junto con el vector 
luciferasa “renilla” comercial pRL-CMV, que nos sirve para normalizar los valores de 
actividad de la luciferasa. Las cantidades para cada vector fueron 0,1 y 10 µg/ml para pRL-
CMV y VEGF-luc/pGL2-Basic respectivamente. La lisis celular y la obtención de los 
extractos celulares para medir la actividad de la luciferasa se realizó según el protocolo 
comercial del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System. Los resultados están expresados 




Esta técnica permite bloquear la traducción de un determinado ARNm mediante un 
oligonucleótido de cadena simple que al unirse al mensajero impide la interacción con el 
ribosoma. Este oligonucleótido se denomina “antisentido” y corresponde a la secuencia 
complementaria de la región cercana al inicio de la traducción del ARNm que queremos 
“neutralizar”. En nuestro caso, diseñamos antisentidos para p67phox , uno de los 
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componentes del complejo enzimático de la NADPH oxidasa. Paralelamente, un 
oligonucleótido, denominado “sentido”, que no posee la capacidad de unirse a ningún 
ARNm y por tanto no ejerce efecto sobre la traducción, se uso como control interno de la 
técnica. Los oligonucleótidos se incubaron con el agente transfectante FuGene y según el 
protocolo descrito anteriormente La concentración final de los oligonucleótidos en las 
placas de cultivo fue de 5 µM. Las secuencias para cada oligonucleótido fueron: 
 
antisentido:   5’-TTTTGGTGAAGGCCTTCTC-3’ 




Extracción de proteínas 
 
Después de los distintos tratamientos, las CE se lavaron y se recogieron mediante 
raspado en 1 ml de PBS a 4 ºC. Usamos distintos tampones de extracción según se 
necesitase separar fracciones celulares u obtener extractos totales. Para la extracción 
diferencial de proteínas citoplasmáticas y nucleares y su posterior estudio mediante 
técnicas de Western blot, empleamos el método descrito por Schreiber et al. 187. 
Brevemente, las células raspadas y recogidas en PBS se centrifugaron con un pulso. Los 
precipitados se resuspendieron el tampón de extracción de proteínas citoplasmáticas 
mediante vórtex. Tras incubar durante 10 minutos, se añadió Igepal a los extractos 
(concentración final de Igepal del 0,5 %) para garantizar la lisis total de las células y se 
centrifugaron inmediatamente a 14.000 rpm durante 5 minutos y a 4 ºC. Los 
sobrenadantes, que contienen las proteínas citoplasmáticas, se guardaron a -80 ºC 
mientras que los pellets resultantes se resuspendieron en tampón de extracción de 
proteínas nucleares y se incubaron durante 45 minutos en hielo. Las proteínas nucleares 
se obtuvieron en el sobrenadante resultante de una nueva centrifugación a 14.000 rpm 
durante 5 minutos a 4 ºC y se guardaron a -80 ºC. Por otro lado, para la extracción de 
proteínas fosforiladas, las células raspadas y recogidas en PBS se centrifugaron con un 
pulso y los precipitados se resuspendieron con el tampón de extracción de proteínas 
fosforiladas mediante vórtex. Tras incubar durante 10 minutos, los extractos se 
centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 minutos y a 4 ºC. Los sobrenadantes se guardaron a 
-80 ºC. Tras la extracción, las proteínas se cuantificaron mediante el kit comercial 




Los extractos proteicos se calentaron en un baño de agua hirviendo durante 5 minutos 
y en condiciones reductoras con 2-mercaptoetanol al 5%. A continuación, se separaron en 
geles de SDS-poliacrilamida y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa. El porcentaje 
de los geles depende del tamaño de las proteínas a estudiar y concretamente, para HIF-1α 
se emplearon porcentajes entre un 6 a un 8,5% y un 10-12% para α-tubulina, β-actina, p-
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38, p42/p44 y JNK. Las condiciones de transferencia fueron en todos los casos de 1 
mA/cm2 durante 90 minutos usando un sistema de transferencia semihúmedo. Tras la 
transferencia, las membranas se tiñen con rojo ponceau para comprobar la eficacia de la 
misma y a continuación se bloquean durante al menos 60 minutos a TA con TBT + 5% 
leche descremada en polvo o BSA según los requerimientos del protocolo de cada 
anticuerpo. Después, se incubaron toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario y al día 
siguiente, tras tres lavados de 10 minutos, con el correspondiente anticuerpo secundario 
durante 60 minutos y a TA (Tabla 3.1). Tras tres lavados de 10 minutos, las proteínas se 
detectaron mediante quimioluminiscencia (ECL). Para normalizar la cantidad de proteínas 
cargadas en los geles empleamos varios métodos. En el caso del estudio de proteínas 
fosforiladas, se analizó las formas constitutivas después de detectar las fosforiladas. 
Cuando se analizaron extractos totales y citoplasmáticos, la membranas se lavaron y 
rehibridaron para detectar la α-tubulina. La intensidad de las bandas se analizó mediante el 










incubación del Ac 2o 
Casa Comercial 
del Ac 1o 
Casa Comercial 
del Ac 2o 
α-tubulina 50 1/2000 en TBT 
+ 5% leche 
ratón 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Sigma-Aldrich Amersham 
Akt 60 
1/1000 en TBT 
+ 5% BSA 
conejo 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Sigma-Aldrich 
Fosfo-Akt 60 
1/1000 en TBT 
+ 5% BSA 
conejo 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Sigma-Aldrich 
HIF-1α 120 1/250-1/1000 en TBT 
+ 5% leche 
ratón 
1/6000 en TBT 





1/1000 en TBT + 
5% BSA 
conejo 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Sigma-Aldrich 
Fosfo-JNK 54/46 
1/2000 en TBT 
+ 5% BSA 
ratón 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Amersham 
p38 43 
1/2000 en TBT 
+ 5% leche 
ratón 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Amersham 
Fosfo- p38 43 
1/1000 en TBT 
+ 5% BSA 
conejo 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
Cell Signaling Sigma-Aldrich 
VEGF 45 
1/2000 en TBT 
+ 5% leche 
ratón 
1/6000 en TBT 
+ 5% leche 
R&D Amersham 
 
Tabla 3.1: Listado de anticuerpos empleados para Western blot. Se indica peso molecular de la 
proteína diana del anticuerpo primario, la casa comercial del anticuerpo primario y las condiciones de 
incubación tanto para el anticuerpo primario como para el secundario. 
 
Ensayo de retardo de la movilidad electroforética 
 
El ensayo de retardo de la movilidad electroforética o EMSA (Electrophoretic mobility 
shift assay) se desarrolló empleando proteínas nucleares (8 µg) y un oligonucleótido 
consenso (ADNds, 0,5 ng) para NF-κB marcado con [γ-32P] dATP en tampón de unión de 
EMSA 1x, al que se incluyó Poly (dI-dC) como ADN competitivo. Tras la incubación, las 
muestras se separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida–bisacrilamida al 6% 
en TBE 0,25x. Los geles se secaron y se expusieron a películas X-Omat durante 24 h a -80 
ºC. Para verificar la banda de NF-kB, se realizaron ensayos de competición con anticuerpos 
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apra p50 y p65 El oligonucleótido consenso para NF-κB es de origen comercial (Promega) 
y su secuencia es: 
 
5’-AGT  TGA  GGG  GAC  TTT  CCC  AGG  C-3’ 
3’-TCA  ACT  CCC  CTG  AAA GGG TCC  G-5’ 
 
Análisis de la expresión génica 
 
Extracción de ARN 
 
Para extraer el ARN total de las células empleamos el kit comercial Tripure Isolation 
Reagent siguiendo las instrucciones del fabricante. Los tiempos de extracción fueron de 6, 




De cada muestra, retrotranscribimos 1 µg del ARN total a ADNc mediante el kit 
comercial High Capacity cDNA Rev. Transcriptase usando un termociclador convencional. 
Seguidamente, 2 µl de cada muestra de ADNc se amplificaron mediante el kit comercial 
FastStart TaqMan usando un Real-Time PCR System modelo 7500. Los datos los 
analizamos usando el programa informático 7500 System SDS Software v1.2b1c3 
suministrado por el fabricante del sistema de RT-PCR. Cada muestra fue analizada por 
duplicado y el número de copias de cada gen se normalizó midiendo la expresión del gen 
para la β-actina. Los cebadores y sondas empleados se diseñaron a partir de las 
secuencias para los genes bovinos de β-actina (GI: 75832053), VEGF (GI: 163006) y HIF-







Crecimos las CE hasta confluencia en cámaras de cultivo tratadas con poli L-lisina 
para favorecer la unión al sustrato. Tras los distintos tratamientos, lavamos con PBS a 4 ºC 
e inmediatamente fijamos las células con Merckofix durante 10 minutos. A continuación, 
lavamos 3 veces con TBS y permeabilizamos las células con TBS + 0,2 % Triton X-100 
durante 10 minutos. Después de 3 lavados con TBS + 0,1% de Tritón X-100 (TBT), 
incubamos los portas durante 1 hora con tampón de bloqueo (TBT + 5 % blocking reagent). 
Posteriormente, se incubó durante 2 horas a 37 ºC con el anticuerpo primario para VEGF 
diluido 1:500 en tampón de bloqueo. Después de otros 3 lavados con TBT, incubamos con 
el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con FITC diluido 1:200 en tampón de 
bloqueo durante 2 horas a TA. Para la visualización de los núcleos, a continuación del 
anticuerpo secundario, incubamos las CE con ioduro de propidio (IP; 0,05 µg/ml) diluido en 
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TBT durante 30 minutos a TA. Las imágenes de microscopía confocal se obtuvieron con un 
microscopio confocal modelo TCS SP20. 
 
Detección de la producción de ROS mediante dihidrorodamina 123 
 
La dihidrorodamina 123 es una molécula permeable a la membrana celular; una vez 
en el citoplasma, reacciona con las ROS oxidándose a rodamina, que es fluorescente 188. 
Por tanto, la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la actividad de ROS 
intracelular. Al igual que para las inmunofluorescencias, las CE se dejaron crecer hasta 
confluencia en cámaras de cultivo tratadas con poli L-lisina donde se sometieron a los 
distintos tratamientos (VEGF 40 ng/ml durante 1 hora). La dihidrorodamina 123 (10 µM) se 
incubó durante los últimos 15 minutos del experimento. Las CE se lavaron dos veces con 
PBS frío y se fijaron con Merckofix. Las imágenes de microscopía confocal se obtuvieron 
con un microscopio confocal modelo TCS SP20 (λexcitación: 485 nm; λemisión: 530 nm). 
Para la comparación entre distintos tratamientos, todas las imágenes se tomaron 
empleando idénticas condiciones de exposición. 
 
Detección de la producción de O2• mediante dihidroetidina 
 
La dihidroetidina es una molécula permeable a la membrana celular con capacidad 
para interaccionar el O2• que la célula produce 189,190. Como resultado se oxida formando 
etidina que interacciona intercalándose con el ADN de la célula y quedando atrapada en el 
interior celular. Es en este modo cuando podemos detectar la etidina formada mediante 
técnicas fluorescentes (λexcitación: 540 nm; λemisión: 610 nm) y por tanto, la intensidad 
de la fluorescencia será proporcional a la cantidad de O2• producida por la célula. Al igual 
que para las inmunofluorescencias, las CE se dejaron crecer hasta confluencia en cámaras 
de cultivo tratadas con poli L-lisina. Antes de someter a las CE a los distintos tratamientos, 
se incorpora la dihidroetidina (10 µM) al medio de depleción y se incuba 30 minutos. Tras 
60 minutos de estimulo, las CE se lavan dos veces con PBS de células y se fijan con 
Merckofix. Se tomaron imágenes con un microscopio de fluorescencia. Para la 
comparación entre distintos tratamientos, todas las imágenes se tomaron empleando 
idénticas condiciones de exposición. 
 
Detección de la producción de O2• por fluorometría 
 
Nuevamente usamos la dihidroetidina, pero en esta ocasión la CE se dejaron crecer 
en placas de cultivo de 6 pocillos. Al igual que para obtener imágenes al microscopio, la 
dihidroetidina se incorpora al medio de depleción y se incuba durante 30 minutos. Después 
de la incubación se añaden los estímulos. La detección de la etidina por fluorimetría la 
realizamos mediante un fluorímetro Infinite F200 a distintos tiempos. El análisis de los 
datos se llevó acabo mediante el programa informático i-Control v1.3 desarrollado por el 
fabricante del fluorímetro. 
 




Los datos se expresaron como media ± desviación estándar de la media. Excepto 
indicación específica, cada valor corresponde a un mínimo de 3 experimentos hechos por 
triplicado. Las comparaciones se hicieron mediante el test de ANOVA o la prueba de t de 
Student, emparejada o no emparejada. Se utilizaron los test de Fisher y Scheffé para 
comparaciones múltiples para determinar el nivel de significación p, que se consideró 
significativo a valores < 0,05. Las comparaciones entre cada condición de los experimentos 
y con el basal se hicieron con estos cálculos. Todos los cálculos se realizaron con el 
paquete estadístico SPSS 13.0 para Windows (SPSS Inc.). 
 




De origen comercial, la composición completa del medio puede consultarse en la Web 
de Invitrogen (http://www.invitrogen.com) bajo la referencia: 31870-025. Se empleó para la 
obtención de BAEC y solo hasta el primer pase. Los suplementos de este medio pueden 




Es una modificación del MEM (Minimun Essencial Medium). La composición completa 
del medio puede consultarse en la Web de Invitrogen (http://www.invitrogen.com), bajo la 
referencia: 22571021. En este medio, se ha sustituido el aminoácido valina, un aminoácido 
esencial, en su forma L por su isómero D. El MEM D-Valina se utilizó suplementado (Tabla 
3.2) para el cultivo y mantenimiento de las BAEC o sin suero durante los experimentos 




De origen comercial, la composición completa del medio puede consultarse en la Web 
de Cambrex (http://www.cambrex.com) bajo la referencia: 12-118F. Se empleó para el 
crecimiento y mantenimiento de las HUVEC. Durante la obtención de las HUVEC se le 
incorpora colagenasa tipo II y ningún otro suplemento (Tabla 3.2). 
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Suplemento Concentración Presente en 
Penicilina 100 U/ml RPMI-1640, MEM D-val, M199 
Estreptomicina 100 µg/ml RPMI-1640, MEM D-val, M199 
Glutamax 1x RPMI-1640, MEM D-val, M199 
Aminoácidos no esenciales 1x RPMI-1640, MEM D-val, M199 
Fluconazol 4 µg/ml M199 (hasta el primer pase) 
Heparina 8 µg/ml M199 (hasta el primer pase) 
ECGS 10 µg/ml M199 
Suero de ternera (DCS) 20% MEM D-val 
Suero fetal bovino (FBS) 10% - 20% RPMI-1640 (10%), M199 (20%) 
Colagenasa tipo II 0,5 mg/ml M199 (solo obtención de HUVEC) 
 
Tabla 3.2: Listado de los suplementos añadidos a los medios de cultivos y sus concentraciones 
de uso. 
 




Composición: su nombre proviene del ingles Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline y se 
compone de NaH2PO4, KH2PO4, NaCl, KCl y glucosa (Tabla 3.3) a pH 7,4 y 
esterilizado por autoclave. 
 
Uso: 
1. Recogida de las aortas en el matadero: en este caso, se añaden los antibióticos 
penicilina, estreptomicina, fungizona y vancomicina (Tabla 3.3). Para evitar la 
perdida en la actividad de los antibióticos, (de todos ellos, la vancomicina una vez 
disuelta pierde su actividad en pocas horas) son añadidos en condiciones de 
esterilidad en el laboratorio antes de ir al matadero y con la solución atemperada a 
4º C. 
2. Lavado de aortas: sin añadir antibióticos. Se usa atemperado a 37º C. 
3. Obtención de BAEC: sin añadir antibióticos. Al igual que en el lavado, en este caso 




Composición: 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl y 0,14 mM NaCl. pH 7,6. 
 
Uso: para el lavado de células antes de fijarlas, lisarlas o levantarlas con tripsina-
EDTA en el caso de células adherentes. 
 




NaH2PO4 8 mM 
KH2PO4 1,5 mM 
NaCl 137 mM 
KCl 2,6 mM 
Glucosa 5,6 mM 
 
Penicilina 100 U/ml 
Estreptomicina 100 µg/ml 
Fungizona 0,67 µg/ml 
Vancomicina 6,4 µg/ml 
 
Colagenasa tipo II 0,5 mg/ml 
 
Tabla 3.3: Componentes del DPBS y 
concentraciones de uso de la colagenasa 




Composición: de origen comercial, la composición completa de está solución puede 
consultarse en la Web de Invitrogen (http://www.invitrogen.com) referencia: 25200-072. 
 
Uso: se emplea para desprender las células en cultivo con fenotipo adherente. La 
tripsina-EDTA elimina las uniones célula-célula y célula-matriz de modo que las células 
quedan suspendidas en el medio y puedan recogerse. La tripsina rompe las uniones 
de tipo peptídico entre los aminoácidos arginina y lisina. Por su parte, el EDTA 
secuestra los cationes de Ca2+ necesarios para algunas uniones celulares. 
 
Tampón de unión de EMSA 
 
Composición: 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM KCl, 1 mM EDTA, 4% glicerol, 0,25 mM 
MgCl2, 0,125 mM ZnCl2, 5 mM DTT. 
 
Uso: es el tampón donde se incuban los extractos nucleares junto con los 
oligonucleótidos de secuencia específica para factores de transcripción. 
 
TBS y TBT 
 
Composición: 20 mM Tris-HCl y 137 mM NaCl a pH 7,6. Para preparar el TBT se 
añade 0,05% de Tween 20 al TBS. 
 
Uso: es el tampón para lavados de las preparaciones de inmunofluorescencia y 
membranas de Western blot. Con el TBT se prepara las soluciones de bloqueo de 
ambas técnicas así como los tampones de incubación para anticuerpos. 
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Tampones de extracción de proteínas 
 
Tampón de extracción de proteínas citosólicas 
 
Composición: 10 mM Hepes, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,5 % 
Igepal, 0,5 mM PMSF, 3 mM DTT, 2,5 µg/ml aprotinina, 2,5 µg/ml pepstatina A y 2,5 
µg/ml leupeptina a pH 7,6. 
 
Uso: es el tampón con el que se lisa la membrana citoplasmática de las células y 
donde se recogen las proteínas solubles del compartimento citoplasmático. El tampón 
se prepara sin Igepal de modo que solo se añade al final del tiempo de incubación del 
tampón con las células. Inmediatamente después, las células se agitan mediante 
vórtex y el extracto se centrifuga. El sobrenadante contiene las proteínas 
citoplasmáticas y el pellet restos de membranas y los núcleos celulares 187. 
 
Tampón de extracción de proteínas nucleares 
 
Composición: 20 mM Hepes, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,5 mM PMSF, 3 
mM DTT, 2,5 µg/ml aprotinina, 2,5 µg/ml pepstatina A y 2,5 µg/ml leupeptina a pH 7,6. 
 
Uso: es el tampón con el que se lisa la membrana de los núcleos del pellet resultante 
de la lisis de las células con el tampón de extracción de proteínas citoplasmáticas. El 
pellet se resuspende en este tampón agitándose mediante vórtex. Tras 45 minutos de 
incubación, el extracto se centrifuga. El sobrenadante contiene las proteínas nucleares 
y el pellet los restos celulares insolubles 187. 
 
Tampón de extracción de proteínas fosforiladas 
 
Composición: 50 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 0,5% Igepal, 1 µg/ml pepstatina, 1µg/ml 
aprotinina, 1 µg/ml leupeptina, 20 mM NaF, 1 mM PMSF, 3 µM DTT y 2 mM Na3VO4 a 
pH 6,8. 
 
Uso: es el tampón con el que se lisa las células y donde se recogen las proteínas 
solubles 191. El Na3VO4 y el NaF impiden que las proteínas pierdan sus residuos 
fosforilados. 
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Inhibidores y antioxidantes 
 
Molécula [final] Acción sobre Vehículo 
Apocinina 1 mM NADPH oxidasa DMSO 
Cicloheximida 10 µg/ml síntesis proteica DMSO 
Dicumarol 20 µM JNK H2O 
L-NAME 400 nM NOS H2O 
MnTMPyP 25 µM O2• H2O 
PD98059 100 µM p42/p44 MAPKs DMSO 
SB203580 20 µM p38 MAPK DMSO 
Wortmanina 400 nM PI3K DMSO 
 
Tabla 3.4: Listado de inhibidores usados así como su efecto sobre la 
célula, concentración de uso y vehículo. 
 




2-mercaptoetanol           Sigma-Aldrich 
Acrilamida/bisacrilamida 29/1 (40%)       Sigma-Aldrich 
Aminoácidos no esenciales         Invitrogen 
Apocinina            Calbiochem 
Aprotinina            Sigma-Aldrich 
BSA             Sigma-Aldrich 
Blocking Reagent           Roche 
CaCl2             Sigma-Aldrich 
Cicloheximida           Sigma-Aldrich 
CoCl2             Sigma-Aldrich 
Colagenasa tipo II           Sigma-Aldrich 
DCS             Invitrogen 
Dicumarol            Sigma-Aldrich 
Dihidrorodamina 123          Molecular Probes 
Dihidroetidina           Calbiochem 
DMSO             Sigma-Aldrich 
DTT              Sigma-Aldrich 
EDTA             Sigma-Aldrich 
EGTA             Sigma-Aldrich 
EPO (Eprex)            Janssen Cilag 
Estreptomicina           Laboratorios Normon 
FBS              Invitrogen 
Fluconazol            Laboratorios Normon 
Glicerol             Sigma-Aldrich 
Glucosa             Sigma-Aldrich 
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Glutamax            Invitrogen 
[γ-32P]dATP            Amersham 
H2O2             Sigma-Aldrich 
HEPES             Sigma-Aldrich 
Hipoxantina            Sigma-Aldrich 
Igepal CA-630           Sigma-Aldrich 
KCl              Panreac 
KH2PO4             Merck 
Leche desnatada en polvo         Nestle 
Leupeptina            Sigma-Aldrich 
L-NAME             Sigma-Aldrich 
LY294002            Sigma-Aldrich 
M199             Cambrex 
Merckofix            Merck 
MgCl2             Merck 
MnTMPyP            Calbiochem 
Na2HPO4            Sigma-Aldrich 
Na3VO4             Sigma-Aldrich 
NaCl             Sigma-Aldrich 
NaF              Sigma-Aldrich 
NaH2PO4            Merck 
NF-κB (oligonucleótido consenso)       Promega 
PD98059            Calbiochem 
Penicilina            Laboratorios Normon 
Pepstatina            Sigma-Aldrich 
PlGF             R&D Systems 
PMSF             Sigma-Aldrich 
Poli L-lisina            Sigma-Aldrich 
SB203085            Calbiochem 
SDS             Sigma-Aldrich 
Tripsina-EDTA           Invitrogen 
Tris              Sigma-Aldrich 
Triton X-100            Sigma-Aldrich 
Tween 20            Merck 
VEGFA (VEGFA165 recombinante humano)     R&D Systems 
Wortmanina            Sigma-Aldrich 
Xantina Oxidasa           Sigma-Aldrich 
 
Kits comerciales e instrumentación 
 
Coomassie Protein Assay Reagent Kit      Pierce 
Dual-Luciferase Reporter Assay System      Promega 
ECL              Amersham 
Endofree Plasmid Maxi Kit         Qiagen 
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FastStart Tacman           Roche 
Fluorímetro Infinite T200         Tecan 
High Capacity cDNA Rev. Transcriptase      Applied Biosystem 
Microscopio confocal TCS SP20        Leica 
Real-Time PCR System 7500        Applied Biosystem 


















































Regulación de la expresión de la proteína de HIF-1α en 
células endoteliales 
 
El VEGF incrementa los niveles de la proteína de HIF-1α 
 
Nuestro primer objetivo fue determinar si las BAEC producen un incremento en la 
proteína de HIF-1α como respuesta al estimulo por VEGF, y empleando técnicas de 
Western blot. Del mismo modo, dado que HIF-1 es un factor de transcripción y ejerce su 
función en el núcleo celular, quisimos analizar si el posible incremento en la proteína de la 
subunidad α de HIF-1 conllevaba una translocación previa desde el citoplasma al núcleo. 
Como pudimos comprobar, efectivamente el VEGF es capaz de inducir un incremento en la 
cantidad de proteína de HIF-1α y además inducir su translocación al núcleo de modo 
dependiente a su concentración (Figura 4.1). Tras 6 horas de estimulo, y con solo 10 ng/ml 
de VEGF, se detectaron incrementos en los niveles de la proteína de HIF-1α que, salvo 




Figura 4.1: Western blot de HIF-1α en BAEC estimuladas 
durante 6 horas con las concentraciones indicadas de VEGF. El 
primer carril (-) corresponde al basal de células sin estimular. La 
α-tubulina se usó como control de carga. 
 
Por otro lado, el incremento en los niveles de HIF-1α depende de la duración del 
estimulo (Figura 4.2), observándose una señal consistente desde las 3 y hasta las 12 horas 






Figura 4.2: Western blot de HIF-1α en BAEC estimuladas con 40 ng/ml de VEGF 
durante los tiempos indicados en horas. Los primeros 5 carriles corresponde a células 
en estado basal; no estimuladas con VEGF. La α-tubulina se usó como control de 
carga. 
 
La capacidad del VEGF para incrementar los niveles de la proteína de HIF-1α en 
BAEC nos hizo cuestionarnos si podríamos reproducir el mismo efecto usando otro tipo de 
CE, concretamente con HUVEC. Como puede verse en la Figura 4.3, al igual que en BAEC 





Figura 4.3: Western blot de HIF-1α a partir de 
extractos nucleares de HUVEC estimuladas 
durante 6 horas con las concentraciones 
indicadas de VEGF. El primer carril (-) 
corresponde al basal de células sin estimular. 
 
El PlGF incrementa los niveles de proteína de HIF-1α pero no la EPO 
 
Existen numerosos trabajos donde se recogen efectos similares al que estamos 
describiendo 149-152,192-194, pero en otros tipos celulares. Antes de abordar con más detalle 
los mecanismos por los que el VEGF lleva a cabo su control sobre HIF-1α, quisimos 
comprobar si algún otro factor de crecimiento, para los que la CE posea receptores, podía 
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producir un efecto similar al que describimos del VEGF. En primer lugar estimulamos BAEC 
durante 6 horas con concentraciones crecientes de EPO (Eprex, 50, 100 y 200 U/ml). El 
gen de la EPO, al igual que el del VEGF, está regulado principalmente por HIF-1, pero la 
EPO no puede unirse a los VEGFRs; señaliza a través de su propio receptor. Como puede 
verse en la Figura 4.4, en este caso no detectamos efecto sobre los niveles de HIF-1α a 




Figura 4.4: Western blot de HIF-1α a partir de extractos 
nucleares de BAEC estimuladas durante 6 horas con las 
concentraciones indicadas de EPO (Eprex). El primer carril 
(-) corresponde al basal de células sin estimular mientras 
que el segundo (+) corresponde al control de células 
tratadas con 40 ng/ml de VEGF durante 6 horas con el que 
comparamos el efecto de la EPO. 
 
El otro factor que usamos fue el PlGF (10, 20 y 40 ng/ml durante 6 horas), un factor de 
crecimiento que señaliza a través del VEGFR1 exclusivamente y no por ambos receptores 
del VEGF como si hace el VEGF-A165. Como mostramos en la Figura 4.5, al igual que el 




Figura 4.5: Western blot de HIF-1α a partir de extractos 
nucleares de BAEC estimuladas durante 6 horas con las 
concentraciones indicadas de PlGF. El primer carril (-) 
corresponde al basal de células sin estimular mientras que 
el segundo (+) corresponde al control de células tratadas 
con 40 ng/ml de VEGF durante 6 horas con el que 
comparamos el efecto del PlGF. 
 
El VEGF incrementa los niveles de ROS 
 
Según estudios anteriores en CE el VEGF, puede incrementar los niveles 
intracelulares de ROS 113. Dado que existen numerosos trabajos que relacionan variaciones 
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en el estado rédox de la célula con fenómenos de activación e inhibición de HIF-1 152,195,196, 
nos cuestionamos la posibilidad de que los incrementos de HIF-1α encontrados como 
respuesta al estimulo por VEGF pudieran deberse al menos en parte a un posible 
incremento de los niveles de ROS intracelulares. De este modo, primeramente 
comprobamos si se producía algún incremento en los niveles intracelulares de ROS en 
nuestras condiciones experimentales. Para ello utilizamos BAEC que, tras estimularlas 
durante 1 hora con 40 ng/ml de VEGF, marcamos con dihidrorodamina 123, una molécula 
sensible a ROS. Como se puede apreciar en la Figura 4.6, el VEGF incrementa 




Figura 4.6: Microfotografías obtenidas por microscopia confocal de BAEC estimuladas 
durante 60 minutos con vehículo (Basal) o 40 ng/ml de VEGF e incubadas durante los 15 
últimos minutos del experimento con dihidrorodamina 123, una molécula sensible a 
ROS. 
 
No todas las ROS incrementan los niveles de proteína de HIF-1α 
 
Una vez confirmada la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de ROS 
intracelulares en BAEC, quisimos averiguar si provocando un aumento similar mediante 
sistemas generadores de ROS podíamos encontrar un incremento en los niveles de 
proteína de HIF-1α parecido al producido por el VEGF. Por otro lado, al disponer de 
generadores de distintos ROS, de paso podemos precisar con más detalle que tipo de ROS 
en particular es responsable del incremento de HIF-1α. De este modo, estimulamos BAEC 
confluentes durante 6 horas (al igual que con VEGF) con concentraciones crecientes de 
H2O2 (2, 10, 50 y 250 µM) y un sistema exógeno generador de O2•; HX (2 mM)/XO (0,5, 2,5, 
5 y 12,5 mU/ml), y comparamos la cantidad de señal de HIF-1α con un control estimulado 
con 40 ng/ml de VEGF durante 6 horas. Como puede verse en la Figura 4.7, ninguna de las 
concentraciones usadas de H2O2 causó incremento alguno de HIF-1α, al contrario de la XO 
que provocó un incremento proporcional a su concentración. Es importante resaltar que 
dado que el sustrato de la XO, la HX, se encuentra en una concentración saturante de 2 
mM, la generación de O2• mediante el sistema HX/XO depende exclusivamente de la 






Figura 4.7: Western blot para HIF-1α a partir de extractos nucleares de 
BAEC estimuladas durante 6 horas con concentraciones crecientes de H2O2 
(2, 10, 50 y 250 µM) o XO (0,5, 2,5, 5 y 12,5 mU/ml). Para todas las 
concentraciones de XO se utilizó una dosis de 2 mM de HX. El primer carril 
(-) corresponde al basal de células sin estimular mientras que el segundo (+) 
corresponde al control de células tratadas con 40 ng/ml de VEGF durante 6 
horas con el que comparamos el efecto del H2O2 y la HX/XO. 
 
Como la ausencia de incremento alguno por efecto del H2O2 no era esperada, ya que 
existe numerosos trabajos que recogen la relación entre esta ROS y HIF-1α, quisimos 
verificar la validez de nuestros diseño experimental analizando el grado de activación de 
otro factor de transcripción, el NF-κB. Este factor está ampliamente estudiado y de sobra 
es conocida la capacidad de distintas ROS para provocar su activación. Como puede verse 
en la Figura 4.8, ambas ROS (H2O2 y el O2• producido por el sistema HX/XO) así como el 
VEGF, activan de forma concentración dependiente a NF-κB, indicandonos la validez de 
nuestro modelo oxidante. 
 
 
Figura 4.8: EMSA para NF-κB a 
partir de extractos nucleares de 
BAEC estimuladas durante 6 
horas con concentraciones 
crecientes de H2O2 (10, 50 y 250 
µM) o XO (0,5, 2,5, 5 mU/ml). 
Para todas las concentraciones 
de XO se utilizó una dosis de 2 
mM de HX. El primer carril (-) 
corresponde al basal de células 
sin estimular mientras que el 
segundo (+) corresponde al 
control de células tratadas con 
40 ng/ml de VEGF durante 6 
horas con el que comparamos el 






El VEGF incrementa los niveles intracelulares de O2• 
 
Hasta ahora, los resultados descritos son suficientes para afirmar que: 1) el VEGF es 
capaz de incrementar los niveles de HIF-1α, 2) que el VEGF produce un aumento en los 
niveles de ROS de la CE y 3) que el O2• generado exógenamente por el sistema HX/XO 
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también induce los niveles de la proteína de HIF-1α. Sin embargo, aún no podemos 
asegurar que el O2• es un mediador de la acción del VEGF sobre HIF-1α. De este modo, 
como primer paso quisimos comprobar la capacidad del VEGF para producir incrementos 
en los niveles de O2•. Para ello, estimulamos BAEC, confluentes y marcadas previamente 
con dihidroetidina, con 40 ng/ml de VEGF o con 2,5 mU/ml de XO durante 1 hora. La 
dihidroetidina es una molécula sensible a la oxidación especifica por O2• que modifica su 
espectro de emisión de fluorescencia en el proceso oxidativo. Gracias a ello, podemos 
relacionar los aumentos en la fluorescencia de la dihidroetidina oxidada con incrementos en 
los niveles de O2•. Como se aprecia en la Figura 4.9, el VEGF es capaz de incrementar los 
niveles de O2• al igual que 2,5 mU/ml de XO. Además, este incremento es eliminado por 
MnTMPyP (25 µM), una molécula permeable por la membrana celular y que actúa como un 



























Figura 4.9: A: Microfotografías obtenidas por microscopía de fluorescencia de BAEC estimuladas 
durante 60 minutos con vehículo (Basal), 2,5 mU/ml de XO más 2 mM de HX ó 40 ng/ml de VEGF 
en presencia o ausencia de 25 µM de MnTMPyP e incubadas previamente con dihidroetidina, una 
molécula sensible a la oxidación por O2•. B: Representación del incremento relativo de la intensidad 
de fluorescencia tras densitometrar cada imagen y compararla con la señal del punto basal. Se 
asignó como valor “1”  la señal de fluorescencia del basal. 
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Otra forma de analizar la producción de O2• en BAEC mediante dihidroetidina consiste 
en medir la cantidad de fluorescencia emitida a distintos tiempos desde el momento de 
estimulación con VEGF por fluorimetría. La actividad celular produce constantemente ROS 
como el O2• de modo que desde el momento en que se añade la dihidroetidina al medio y 
esta se va incorporando al interior celular, la fluorescencia emitida por la dihidroetidina 
oxidada aumenta continuamente. Si estudiamos la pendiente de las rectas resultantes de 
los valores de fluorescencia medidos a intervalos periódicos (la velocidad de producción 
O2•), podremos averiguar si en presencia de VEGF la cantidad de fluorescencia emitida, y 
en definitiva la cantidad de O2•, aumenta más rápido. Efectivamente, tal y como puede 
observarse en la Figura 4.10, la pendiente de la recta correspondiente al tratamiento con 
40 ng/ml de VEGF es mayor que el control basal, confirmándose el aumento de la 
producción de O2• por VEGF en CE. Por otro lado, como era de esperar, en presencia de 
25 µM de MnTMPyP el O2• que pueda producir el VEGF es eliminado y la cantidad de 




Figura 4.10: Medida de fluorescencia de la dihidroetidina oxidada en BAEC 
estimuladas a distintos tiempos con vehículo (Basal) o 40 ng/ml de VEGF y en 
presencia o no de MnTMPyP (25 µM). *p<0,05 y **p<0,001 con respecto al basal. 
 
La NADPH oxidasa y el O2• como mediadores de la acción del VEGF sobre HIF-1α 
 
Una vez demostrada la capacidad del VEGF para incrementar los niveles 
intracelulares de O2•, nos preguntamos que mecanismo utiliza el VEGF para producir esta 
especie. Las NADPH oxidasas localizadas en la cara interna de la membrana celular 
constituye una de las principales fuentes de generación de O2• en las CE 113 y, dada su 
localización, es razonable considerar una posible interacción con los receptores de VEGF 
112. Con los datos disponibles hasta ahora, sabemos que el VEGF y el O2• son capaces de 
incrementar los niveles de la proteína para HIF-1α en las CE, pero aun no podemos afirmar 
que sea el O2• producido por el VEGF el responsable de dicho incremento. De este modo, 
diseñamos el siguiente experimento para comprobar si el VEGF necesita obligatoriamente 
al O2• para ejercer su acción sobre la expresión de HIF-1α y si los complejos de las NADPH 
oxidasas participan como el sistema generador de O2•. Como puede verse en la Figura 
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4.11, BAEC estimuladas con 40 ng/ml de VEGF durante 6 horas en presencia de apocinina 
(1 mM), un inhibidor especifico del complejo de la NADPH oxidasa, así como de MnTMPyP 
(25 µM), no eran capaces de incrementar los niveles nucleares de la proteína de HIF-1α. 
 
Por otro lado, dado que el VEGF induce la producción de NO, para detectar la posible 
influencia de los ONOO- proveniente de la interacción entre O2• y NO, analizamos la 
influencia del VEGF o el O2• sobre HIF-1α en presencia de L-NAME, un inhibidor específico 
de la NOS. Como puede ver en la Figura 4.11, el L-NAME no tiene ningún efecto sobre la 
acción del VEGF, pero si cuando el estímulo proviene del sistema HX/XO. 
 
Como conclusión, podemos afirmar que tanto el complejo de la NADPH oxidasa como 
el O2• son mediadores de la señalización del VEGF sobre HIF-1α  sin que sea necesaria la 
mediación del ONOO-. Del mismo modo, en las BAEC estimuladas con 2,5 mU/ml de XO 
en presencia de MnTMPyP tampoco se observó efecto alguno, demostrándose la 
capacidad del O2• para incrementar la proteína de HIF-1α por si mismo. Finalmente, 
comentar que, como era de esperar, el HIF-1α inducido por el sistema HX/XO no es 
inhibido por la apocinina y si por el MnTMPyP; la apocinina es un inhibidor específico de las 
NADPH oxidasas, mientras que el MnTMPyP elimina el O2• producido por cualquier fuente, 




Figura 4.11: Western blot de HIF-1α a partir de extractos 
nucleares de BAEC estimuladas durante 6 horas con 40 ng/ml 
de VEGF (carril central) ó 2,5 mU/ml de XO más 2 mM de HX 
(carril derecho) y en ausencia (Controles) o en presencia de 
25 µM MnTMPyP, 1 mM de apocinina ó 400 nM de L-NAME. 
Los símbolos (+) y (-) corresponden a presencia o ausencia 
del estimulo indicado respectivamente. 
 
Para confirmar los resultados obtenidos con inhibidores farmacológicos, estudiamos el 
papel del complejo de la NADPH oxidasa mediante un abordaje distinto; transfectando 
BAEC con un dominante negativo, no funcional, de Rac1. Rac1 es una proteína G de las 
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denominadas pequeñas que forma parte del complejo enzimático de la NADPH oxidasa. 
De este modo, aquellas BAEC transfectadas con el dominante negativo para Rac1 poseen 
complejos NADPH oxidasa no funcionales y por tanto no serán capaces de producir O2• 
como respuesta al estimulo con VEGF. Como puede verse en la Figura 4.12, los efectos 
del VEGF sobre los niveles de HIF-1α desaparecen en aquellas BAEC transfectadas con el 
dominante negativo de Rac1 implicando nuevamente al complejo de la NADPH oxidasa 




Figura 4.12: Western blot de HIF-1α a partir de extractos nucleares de 
BAEC estimuladas durante 6 horas con 40 ng/ml de VEGF. pcDNA3-
Rac1N17 y pcDNA3-vacío corresponden a los vectores portadores o no del 
gen para el dominante negativo de Rac1 respectivamente. Los símbolos (+) 
y (-) corresponden a presencia o ausencia del estimulo o vector indicado 
respectivamente. 
 
Finalmente, y para confirmar los resultados obtenidos con la apocinina y el dominante 
negativo de Rac1, transfectamos BAEC con un oligonucleótido antisentido para el ARNm 
de p67phox, otra de las proteínas integrantes del complejo de la NADPH oxidasa. Como 
podemos ver el la Figura 4.13B, los efectos del VEGF sobre los niveles de HIF-1α 
desaparecen en aquellas células tratadas con el oligonucleótido antisentido para p67phox 
pero no en las tratadas con el sentido, que no posee la capacidad de bloquear la traducción 
y constituye el control interno de la técnica. Una inhibición del de p67phox del 41% fue 
suficiente para bloquear la inducción de HIF-1α por VEGF. Una vez más, encontramos a la 
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Figura 4.13: A: En la parte superior: Western blot de p67phox a partir 
de extractos citoplasmáticos de BAEC incubadas durante 48 horas 
con los oligonucleótidos antisentido y sentido a una concentración 
de 5 µM. La α-tubulina se usó como proteína constitutiva. En la 
parte inferior: densitometría de la inhibición de p67phox mostrada en 
el Western blot anterior. Se asignó como valor del 100% a la señal 
del carril basal (doble signo -) tras corregir las diferencias con la 
señal de las α-tubulina. B: Western blot de HIF-1α a partir de 
extractos nucleares de BAEC estimuladas durante 6 horas con 40 
ng/ml de VEGF. AS p67phox y S p67phox corresponden a los 
oligonucleótidos antisentido y sentido, para el ARNm de p67phox 
respectivamente y que se añadieron al medio en el momento de la 
depleción a una concentración de 5 µM. En ambos apartados, los 
símbolos (+) y (-) corresponden a presencia o ausencia del estimulo 




Rutas de señalización implicadas en la acción del VEGF y el O2• sobre HIF-1α 
 
El VEGF a través de sus receptores específicos (VEGFR1 y 2) presentes en las CE 
induce gran número de respuestas biológicas 197. Estas respuestas son el resultado de la 
activación de gran número de rutas de señalización entre las cuales destacan la de la 
PI3K-Akt y la ruta de las MAPK p42/p44. Estas y otras rutas se tuvieron en cuenta a la hora 
de buscar aquellas involucradas en los incrementos de HIF-1α descritos para el VEGF y el 
O2•. Para ello, previamente comprobamos distintas concentraciones de cada inhibidor y 
elegimos aquellas que sin dañar las células, tuviese un efecto inhibitorio claro. 
 
En la Figura 4.14 mostramos aquellas rutas que encontramos implicadas en los 
incrementos de HIF-1α salvo el caso de las MAPK p42/44 que, sin ser necesarias para que 
el VEGF actúe sobre los niveles de HIF-1α, consideramos importante mencionarlas. Como 
puede verse, los inhibidores para la ruta de JNK (dicumarol, 20 µM), p38 (SB203580, 20 
µM) y PI3K (wortmanina, 400 nM) bloquearon total (dicumarol y SB203580) o parcialmente 
(wortmanina) la señal para HIF-1α, indicando que dichas rutas son necesarias para que 
tanto el VEGF pueda inducir incrementos en los niveles de proteína de HIF-1α. En 
presencia del inhibidor de las MAPK p42/44 (PD98059, 100 µM), el VEGF y el O2•  siguen 
produciendo incrementos en los niveles de la proteína para HIF-1α indicando que dicha 
ruta no participa en la regulación de HIF-1 por VEGF. 
 
Sin embargo, estos resultados no demuestra concluyentemente que las rutas de la 
JNK, p38 y PI3K estén implicadas en la transducción de la señal del VEGF desde sus 
receptores hasta el control de la síntesis de HIF-1α. Indican que estas quinasas son 
necesarias para la célula a la hora de producir incrementos en los niveles de HIF-1α pero 
no que el VEGF señalice intracelularmente a través de ellas. En conclusión, JNK, p38 y 






Figura 4.14: Western blot de HIF-1α a partir de extractos 
nucleares de BAEC estimuladas durante 6 horas con 40 ng/ml 
de VEGF (carril central) ó 2,5 mU/ml de XO más 2 mM de HX 
(carril derecho) y en presencia o no de dicumarol (20 µM, 
inhibidor de las JNK), SB203580 (20 µM, inhibidor de p38 
MAPK) wortmanina (400 nM, inhibidor de PI3K) o PD98059 (100 
µM, inhibidor de p42/44 MAPK). Los símbolos (+) y (-) 
corresponden a presencia o ausencia del estimulo indicado. 
 
Una forma efectiva para comprobar si el VEGF emplea estas quinasas consiste en 
verificar si se fosforilan, lo que implicaría la activación de la ruta, tras añadir VEGF al medio 
de cultivo. Realizamos curvas de tiempo para la concentración de 40 ng/ml de VEGF e 
hicimos Western blot para las formas fosforiladas de JNK, p38 y Akt. Como muestra la 
Figura 4.15, el VEGF en BAEC provoca la fosforilación de JNK y p38 a los 30 minutos pero 
no tiene efecto sobre el grado de fosforilación de Akt. Por otro lado, dado el alto grado de 
fosforilación de Akt en todos los puntos del experimento, quisimos averiguar cual era su 
estado de activación antes del estimulo con VEGF, y nos encontramos con que en todos 
los experimentos realizados, el grado de fosforilación fue muy similar al del resto de puntos 
de los experimentos anteriormente descritos. Este último resultado, junto con el que el 
ensayo con inhibidores muestre la necesidad de la quinasa PI3K para que el VEGF regule 
la expresión de HIF-1α, nos indica que la ruta de la PI3K-Akt es necesaria para la CE a la 
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hora de cumplir sus funciones, pero que no necesita una potenciación de esta vía de 




Figura 4.15: Western blot de p-JNK, p-p38 y p-Akt a partir de 
extractos totales de BAEC estimuladas con 40 ng/ml de VEGF 
durante los minutos indicados. En cada caso se comprobó la 
cantidad total, fosforilada y no fosforilada, de cada proteína para 
verificar la igualdad de carga de las muestras. 
 
El VEGF no modifica la estabilidad de la proteína de HIF-1α 
 
Dado que la regulación clásica durante la hipoxia de HIF-1α es a través de la 
inhibición de su degradación por el proteasoma y consecuente acumulación, nos 
preguntamos si el VEGF estaba actuando del mismo modo. En caso de no bloquear o 
disminuir la degradación por el proteasoma, la hipótesis siguiente sería la de suponer que 
existe un incremento en la cantidad de proteína de HIF-1α sintetizada por la célula. 
 
Para comprobar cual de ambas hipótesis es la correcta procedimos con un ensayo de 
inhibición de la síntesis de proteína mediante cicloheximida (10 µg/ml) 198. Las BAEC 
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fueron estimuladas durante 6 horas con 40 ng/ml de VEGF o con 50 µM de CoCl2 y a 
continuación se añadió la cicloheximida durante los tiempos, indicados en la Figura 4.16. 
La señal de HIF-1α producida por el VEGF se comparó con aquella producida por el CoCl2, 
debida solo a la inhibición de la degradación, y encontramos que en el caso del VEGF la 
señal de HIF-1α disminuye mucho más rápido que la del CoCl2; en solo 15 minutos, la 
señal de HIF-1α en el caso del VEGF se reduce más de la mitad, mientras que en el caso 
del CoCl2, dicha disminución no se alcanza ni tras 60 minutos de incubación con 
cicloheximida. De este modo, podemos concluir que el VEGF no ejerce efecto alguno sobre 
la degradación de HIF-1α y que su capacidad de incrementar los niveles de HIF-1α se 
debe a incrementos en la cantidad de proteína sintetizada por la célula. Quedaría averiguar 
si existe un incremento en la tasa de traducción de los ARNm de HIF-1α, un incremento en 




Figura 4.16: Western blot de HIF-1α a partir de extractos nucleares de BAEC 
estimuladas con 40 ng/ml de VEGF (carril central) o 50 µM de CoCl2. Tras 6 horas 
de estimulo se añadió al medio el inhibidor de la síntesis proteica cicloheximida (10 
µg/ml) y se incubó durante los minutos indicados. Las bandas de cada carril se 





Regulación del ARNm de HIF-1α en células endoteliales 
 
El VEGF y el O2• incrementan los niveles del ARNm de HIF-1α 
 
El resultado obtenido en los ensayos de estabilidad con cicloheximida nos hizo 
preguntarnos si parte del incremento en los niveles de la proteína de HIF-1α se deben a un 
aumento en la cantidad de ARNm del gen para esta subunidad de HIF-1. De ser así, la CE 
podría llegar a producir más proteína de la que la maquinaría de degradación pueda 
eliminar y explicaríamos en parte como se produce el acúmulo de HIF-1α. 
 
De este modo, diseñamos experimentos sobre BAEC confluentes consistentes en 
estimular durante distintos tiempos (6, 12 y 24 horas) con 40 ng/ml de VEGF, 2,5 mU/ml de 
XO ó 100 µM de CoCl2 y extrayendo el ARN total para llevar a cabo RT-PCR del ARNm 
para HIF-1α. Si comparamos los resultados obtenidos (Figura 4.18), podemos ver como 
tanto el VEGF como el XO provocan incrementos significativos en los niveles del ARNm 





Figura 4.17: Medida mediante RT-PCR de la expresión del ARNm para HIF-1α en 
BAEC tras 6, 12 y 24 horas de estímulo con 40 ng/ml de VEGF, 2,5 mU/ml de XO más 
2 mM de HX ó 100 µM de CoCl2. Los valores están normalizados al basal de las 6 
horas. * p < 0.05 y ** p < 0.01 con respecto al nivel basal de las 6 horas. 
 
Seguidamente, conociendo la participación de la NADPH oxidasa y el O2• en los 
incrementos de la proteína de HIF-1α y dada la capacidad de la XO para incrementar los 
niveles de su ARNm, quisimos comprobar si a este nivel de regulación también intervienen 
ambos factores. De este modo, estimulamos BAEC confluentes con 40 ng/ml de VEGF ó 
2,5 mU/ml de XO en ausencia o presencia de 1 mM de apocinina o 25 µM de MnTMPyP 
durante 12 horas. Como puede verse en la Figura 4.18, el bloqueo de la NADPH oxidasa 
mediante el uso de apocinina o la eliminación de O2• mediante el uso de MnTMPyP elimina 






Figura 4.18: Medida mediante RT-PCR de la expresión del ARNm para HIF-1α en 
BAEC tras 12 horas de estímulo con 40 ng/ml de VEGF ó 2,5 mU/ml de XO más 2 mM 
de HX y en presencia o no de apocinina (1 mM) o MnTMPyP (25 µM). Los valores están 
normalizados al basal del grupo de controles. * p < 0.05 y ** p < 0.01 con respecto al 
control correspondiente. 
 
El VEGF aumenta sobre su propia expresión en células 
endoteliales 
 
Dado que HIF-1 es el principal factor de transcripción para el gen de VEGF y puesto 
que hemos demostrado la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de HIF-1α, 
nos preguntamos si el VEGF añadido exógenamente podría inducir la expresión de su 
propio gen. 
 
El VEGF incrementa la actividad transcripcional en su propio promotor 
 
Usando un vector reportero comercial de luciferasa que contiene la secuencia 
promotora del gen para el VEGF podemos averiguar si el VEGF puede incrementar la 
actividad transcripcional en su propio promotor. De este modo, BAEC transfectadas con 
esta construcción o con su respectiva construcción control sin región promotora fueron 
estimuladas con 40 ng/ml de VEGF en presencia o no de 1 mM de apocinina ó 25 µM de 
MnTMPyP durante 24 horas. En la Figura 4.19 puede verse un claro incremento de la 
actividad transcripcional en presencia de VEGF y una significativa inhibición de la misma si 
añadimos apocinina o MnTMPyP. los resultads revelraon que el VEGF incrementa la 
actividad transcripcional de su propio gen y dicho proceso está mediado por O2• y los 









Figura 4.19: Medida de la actividad transcripcional del promotor del gen para VEGF 
mediante un vector reportero portador del gen para la luciferasa y cuya expresión 
depende de dicho promotor. Se realizó en BAEC estimuladas durante 24 horas con 40 
ng/ml de VEGF y en presencia o no de apocinina (1 mM) ó MnTMPyP (25 µM). * p < 
0.05 y ** p < 0.01 con respecto al tratamiento con VEGF. 
 
El VEGF y el O2• incrementan los niveles del ARNm para VEGF 
 
Conociendo la capacidad del VEGF para incrementar la actividad transcripcional de su 
propio gen y que el O2• producido por la NADPH oxidasa está implicado en dicho proceso, 
nos preguntamos si el VEGF sería capaz de producir aumentos en los niveles de expresión 
del ARNm del propio VEGF. De este modo, diseñamos experimentos sobre BAEC 
confluentes consistentes en estimular durante distintos tiempos (6, 12 y 24 horas) con 40 
ng/ml de VEGF ó 2,5 mU/ml de XO y extrayendo el ARN total para llevar a cabo RT-PCR 
del ARNm para VEGF. Si comparamos los resultados obtenidos (Figura 4.20), podemos 
ver como tanto el VEGF como el XO provocan incrementos significativos con un máximo de 
expresión a las 12 horas. 
 
 
Figura 4.20: Medida mediante RT-PCR de la expresión del ARNm para VEGF en BAEC tras 
6, 12 y 24 horas de estímulo con 40 ng/ml de VEGF ó 2,5 mU/ml de XO más 2 mM de HX. 
Los valores están normalizados al basal de las 6 horas. * p < 0.05 con respecto al nivel basal 
de las 6 horas. 
4. Resultados 
66 
Dada la capacidad de la XO para incrementar los niveles del ARNm de VEGF, al igual 
que con los experimentos para estudiar la expresión del ARNm de HIF-1α, quisimos 
comprobar si a este nivel de regulación también intervienen la NADPH oxidasa y el O2•. De 
este modo, estimulamos BAEC confluentes con 40 ng/ml de VEGF ó 2,5 mU/ml de XO en 
ausencia o presencia de 1 mM de apocinina o 25 µM de MnTMPyP durante 12 horas. 
Como puede verse en la Figura 4.21, el bloqueo de la NADPH oxidasa mediante el uso de 
apocinina o la eliminación de O2• mediante el uso de MnTMPyP bloquea el efecto del VEGF 




Figura 4.21: Medida mediante RT-PCR de la expresión del ARNm para VEGF en BAEC tras 
12 horas de estímulo con 40 ng/ml de VEGF ó 2,5 mU/ml de XO más 2 mM de HX y en 
presencia o no de apocinina (1 mM) ó MnTMPyP (25 µM). Los valores están normalizados al 
basal del grupo de controles. * p < 0.05 con respecto al control correspondiente. 
 
El VEGF y el O2• incrementan los niveles de la proteína de VEGF 
 
De acuerdo con los resultados descritos en los dos apartados anteriores, nuestro 
siguiente y último objetivo fue determinar si, al igual que para el caso del ARNm, la 
expresión de la proteína de VEGF está incrementada en CE estimuladas con VEGF 
exógeno o con el O2• producido por la NADPH oxidasa. De este modo, y mediante ensayos 
de inmunofluorescencia, estimulamos BAEC con 40 ng/ml de VEGF en ausencia o 
presencia de 1 mM de apocinina ó 25 µM de MnTMPyP durante 24 horas. Como puede 
verse en la Figura 4.22, existe un incremento de la señal cuando las CE son estimuladas 
con VEGF. Por su parte, el bloqueo mediante apocinina de la NADPH oxidasa o la 
eliminación de O2• mediante el uso de MnTMPyP reduce significativamente dicho efecto. En 
resumen, el VEGF es capaz de autoinducirse en CE a través de la NADPH oxidasa y el O2• 


































Figura 4.22: A: Inmunofluorescencia para VEGF. Microfotografías obtenidas por microscopia 
confocal de BAEC estimuladas durante 24 horas con vehículo (Basal) ó 40 ng/ml de VEGF y en 
presencia o no de 1 mM de apocinina ó 25 µM de MnTMPyP. El Control 1 de la inmunofluorescencia 
se realizó con un anticuerpo primario no específico y el Control 2 sin anticuerpo primario. La señal 
en verde corresponde al marcaje de la proteína para VEGF. La señal en rojo corresponde a los 
núcleos de las células marcadas con ioduro de propidio. B: Representación del incremento relativo 
de la intensidad de fluorescencia para el marcaje de VEGF tras densitometrar las imágenes del 
apartado A y compararla con la señal del punto basal. Se asignó como valor “1” la señal de 

















































El VEGF y sus efectos sobre la CE han sido, son y seguirán siendo objetivo de estudio 
y discusión de infinidad de grupos de investigación de todo el mundo y de campos de la 
biología y medicina muy diversos. Nuestro grupo de investigación siempre ha estado 
interesado en el papel que el VEGF tiene en los procesos de protección endotelial frente a 
distintas situaciones de estrés celular como puede ser el efecto citotóxico de la ciclosporina 
A 199-201, el estrés oxidativo 154,202,203, o la apoptosis desencadenada por la pérdida de 
uniones celulares o anoikis 204. En está tesis presentamos un mecanismo celular de 
señalización del VEGF desconocido hasta la fecha y cuyo papel en la biología del endotelio 
puede ser considerado secundario pero que creemos es parte necesaria del todo que 
constituye la regulación de la función celular en las CE. 
 
El VEGF incrementa los niveles nucleares de la proteína 
HIF-1α de manera concentración y tiempo dependiente en 
las células endoteliales y en condiciones de normoxia 
 
El principal resultado del presente estudio es la confirmación de una fuerte 
estimulación del VEGF sobre HIF-1α, la subunidad reguladora del HIF-1, actualmente 
considerado como el principal regulador transcripcional del propio VEGF. Aunque existe 
evidencias anteriores sobre cómo otros factores de crecimiento activan HIF-1 
149,152,192,205,206, la acción del VEGF sobre HIF-1 es la primera vez que se describe. Tanto en 
el caso del VEGF como en otros factores de crecimiento, la característica principal de la 
acción sobre HIF-1 es que esta se realiza en condiciones no hipóxicas, es decir, en 
condiciones en las cuales la ruta de degradación para HIF-1α permanece aparentemente 
inalterada. 
 
La elección de este factor de crecimiento, se debe a 3 motivos: 
 
1. Las CE poseen receptores para el VEGF. 
2. El VEGF es uno de los factores de crecimiento más importante para las CE. 
3. Para el gen del VEGF, el principal regulador transcripcional es el propio HIF-1. 
 
Por todo esto, el efecto sobre HIF-1 por parte de VEGF puede suponer un mecanismo 
de retroalimentación no descrito hasta la fecha para HIF-1. 
 
Siguiendo la metodología de trabajos anteriores 149,150,192, nuestros primeros resultados 
indican claramente la capacidad del VEGF para aumentar los niveles de la proteína para 
HIF-1α de manera concentración (Figura 4.1) y tiempo (Figura 4.2) dependiente y en 
condiciones de normoxia. Además, este incremento lo hemos podido observar mediante 
técnicas de Western blot (Figuras 4.1 y 4.2). A este nivel, nuestros resultados son similares 
al de anteriores estudios con otros factores de crecimiento como el de Spinella et al 150. En 
estos estudios, se intuye la existencia de un mecanismo alternativo al bloqueo de la 
degradación basándose en el tiempo que tarda el estimulo para incrementar los niveles de 
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HIF-1α. Efectivamente, el estímulo clásico para HIF-1 es la disminución de la concentración 
de O2. Por debajo de un umbral crítico 68 produciéndose un incremento de la subunidad a 
de HIF-1 en cuestión de pocos minutos y no de horas como en el caso de la trombina, la 
interleuquina 1β, el ligando del receptor HER2, la endotelina 1, o nuestro VEGF 
149,150,161,192,193. Por supuesto, esta hipótesis debe ser comprobada con estudios dirigidos 
específicamente a averiguar la estabilidad real de la proteína para HIF-1α en nuestras 
condiciones experimentales, en normoxia, comparándola con aquella inducida por una 
situación hipóxica real o simulada (usando CoCl2, por ejemplo). Estos estudios serán 
analizados más adelante. 
 
Tras descubrir la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de la proteína para 
HIF-1α en CE de origen bovino (BAEC), quisimos saber si se repetía el fenómeno en CE 
de origen humano, concretamente CE provenientes de venas de cordones umbilicales 
humanos. Efectivamente, encontramos la misma respuesta dependiente de concentración 
que en las BAEC (Figura 4.3). Este resultado otorga mayor importancia al hipotético 
mecanismo que, de manera distinta a la vía clásica, provoca incrementos sobre HIF-1α; 
nos está indicando que dicho mecanismo podría estar presente en todas las CE 
independientemente del tejido en el que se encuentren. 
 
También queremos comentar, que el no detectar la proteína de HIF-1α en el 
citoplasma mediante técnicas de Western Blot (Figura 4.1 y 4.2) nos sirvió para confirmar la 
eficacia del método de extracción fraccional empleado 187. Durante el proceso de extracción 
se obtiene primeramente la fracción citoplasmática, y si se hubiesen lisado los núcleos 
celulares antes de tiempo (por ejemplo por un exceso de incubación con el tampón de lisis 
citoplasmático) el contenido de estos se recogería junto con las proteínas citoplasmáticas y 
por tanto podría detectarse la proteína de HIF-1α. Así mismo, dado que la proteína de HIF-
1α solo es detectada en el extracto nuclear, podemos afirmar que el VEGF es capaz 
también de inducir muy rápidamente su translocación al núcleo celular, lo que nos hace 
preguntarnos si se está produciendo la unión de HIF-1α con la subunidad β y por tanto la 
activación del factor de transcripción. De confirmarse la funcionalidad transcripcional de 
HIF-1, estos datos implicarían la muy posible existencia de un proceso de retroalimentación 
positivo en ambientes con alta concentración de VEGF como es el caso de tumores 
malignos. 
 
La EPO no tiene efecto sobre los niveles de HIF-1α en las 
células endoteliales 
 
La elección de la EPO se debe a los mismos motivos que en el caso del VEGF; 1) las 
CE poseen receptores para la EPO, 2) la EPO ejerce importantes efectos sobre la CE 207 y 
3) su gen está regulado transcripcionalmente por el propio HIF-1 71,72, por lo que un posible 
efecto sobre HIF-1 por parte de la EPO también supondría un mecanismo de 
retroalimentación no descrito hasta la fecha para HIF-1. Sin embargo, en este caso no 
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encontramos efecto alguno por parte de la EPO sobre HIF-1α (ver Figura 4.4), lo que viene 
a significar que no estamos ante un mecanismo generalizado de retroalimentación y que el 
efecto del VEGF sobre HIF-1 es un caso particular cuya trascendencia aun tiene que ser 
mejor estudiada. 
 
Por otro lado, consideramos que la ausencia de efecto de la EPO sobre HIF-1 tiene una 
gran importancia médica, dado que existe un amplio uso terapéutico de distintas formas de 
EPO en la actualidad. Esto es particularmente interesante por el hecho de que las distintas 
formas de EPO de uso actual ejercen potentes efectos en procesos angiogénicos y 
citoprotectores 208, pero en nuestra opinión, al menos no existe una potenciación de los 
efectos de HIF-1. De todos modos, dada la importancia médica del uso de distintas formas 
de EPO, y aunque existe una gran diferencia en los mecanismos de señalización 
intracelular entre ambos factores de crecimiento 209,210, las diferencias entre VEGF y EPO y 
su influencia sobre HIF-1 merecen ser mejor estudiadas. 
 
La capacidad del VEGF para incrementar los niveles de 
HIF-1α en células endoteliales se debe tanto al VEGFR1 
como al VEGFR2 
 
A continuación, quisimos analizar la importancia de los dos receptores para el VEGF 
presentes en las CE. Para ello, utilizamos el PlGF, un factor de crecimiento que sólo puede 
unirse al VEGFR1. Como mostramos en la Figura 4.5, el PlGF es también capaz de 
provocar incrementos en los niveles nucleares de la proteína para HIF-1α y por tanto, 
demostramos que la señalización a través del VEGFR1 es suficiente para dicho 
incremento. Recientemente se ha descrito un mecanismo muy similar pero en condiciones 
de hipoxia y en células tumorales humanas 211-213, en estos trabajos existe una relación 
entre el VEGF, su receptor 1 y HIF-1, y se sugiere que el papel del VEGFR1 es mediar en 
un circuito de alimentación autocrina que favorecería la supervivencia de la célula tumoral 
en condiciones de hipoxia. Dada el menor número de funciones atribuidas a este receptor 
en comparación con el VEGFR2 7, este resultado supone un novedoso papel para este 
receptor, y nuestros datos se suman a los de estos trabajos anteriores. 
 
Sin embargo, en nuestros resultados, si comparamos la acción del PlGF y el VEGF, 
vemos que la señal de HIF-1α necesita una mayor concentración de PlGF para que 
comience a ser detectable. Teniendo en cuenta que la constante de unión del PlGF al 
VEGFR1 es mayor que la del VEGF a cualquiera de sus receptores 42, todo parece indicar 
que el efecto del VEGF sobre los niveles de HIF-1α ocurre a través de ambos receptores 




El O2• producido por los complejos NADPH oxidadas es el 
mediador de la acción del VEGF sobre HIF-1α en las 
células endoteliales 
 
Hasta la fecha, existe una sorprendente gran cantidad y variedad de estímulos 
capaces de provocar incrementos en la actividad del complejo de la NADPH oxidasa y por 
tanto, de incrementar los niveles de ROS intracelulares de la CE. La angiotensina II, y el 
propio estrés de flujo son dos buenos ejemplos de esta variedad de estímulos 214-220. El 
VEGF, también activa esta fuente de ROS intracelular 109-113 considerada como la más 
importante en las CE 109, por lo que quisimos comprobar que en nuestro modelo de estudio, 
cultivo primarios de BAEC en normoxia, el VEGF tenía este efecto. Efectivamente, 
mediante el uso de dihidrorodamina y dihidroetidina, sabemos que una concentración de 40 
ng/ml de VEGF es suficiente para incrementar los niveles de ROS intracelulares tras solo 
60 minutos de estímulo (Figura 4.6) y concretamente los niveles de O2• (Figura 4.9 y 4.10). 
 
Una vez comprobada la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de ROS, y 
dado que existe una relación entre distintas ROS y HIF-1 en determinadas situaciones, 
como puede ser la hipoxia 221-228, quisimos verificar si en nuestro modelo también podíamos 
observar incrementos en los niveles de HIF-1α. Sorprendentemente, hemos encontrado 
que no existe efecto del H2O2 sobre HIF-1α (Figura 4.7), cuando el número de trabajos que 
pueden consultarse en la literatura y que muestra lo contrario es bastante grande 
221,222,229,230. Ante este resultado, primeramente comprobamos si nuestra maniobra de 
estimulación de las CE con H2O2 exógeno era correcta, pero tras verificarlo con la 
activación de NF-κB (Figura 4.8), un factor de transcripción muy sensible a las variaciones 
en la concentración de ROS 231, consideramos que en las CE no existe relación directa 
entre H2O2 y HIF-1α como si parece existir en otros tipos celulares. 
 
En la mayoría de los trabajos que hemos estudiado, se analiza el efecto de las ROS 
más estables (como el H2O2) por una clara cuestión de facilidad experimental, pero en el 
caso de estimular un cultivo celular con H2O2 colocamos a las células en la anómala 
situación de encontrarse instantáneamente ante una molécula que debería provenir de la 
transformación previa de una ROS anterior. Por el contrario, el sistema HX/XO produce 
incrementos en O2• y es la propia CE la que a través de sus sistemas antioxidantes va 
transformando el exceso de O2• en H2O2 y después en H2O. Es decir, consideramos que el 
sistema generador de O2• de la HX/XO es una aproximación más realista a “lo que la célula 
hace” cuando por efecto del estimulo exterior que sea, esta decide variar los niveles de sus 
ROS. En este caso, el sistema HX/XO así como el uso de un mimético de la SOD, el 
MnTMPyP, demuestra que es el O2• el desencadenante de los incrementos en HIF-1α. Por 
otro lado, los experimentos con L-NAME diseñados para analizar la posible formación de 
ONOO- a partir del O2• y el NO que se produce simultáneamente por acción del VEGF 
sobre la CE 232, no muestran que exista una conexión relevante entre ONOO- y HIF-1α. 
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Esto deja en nuestra opinión al O2• como único responsable de la mediación entre VEGF y 
HIF-1 en nuestro modelo. 
 
Además, nuestros resultados muestran una posible relación entre los receptores para 
el VEGF y los complejos enzimáticos NADPH oxidasas. Esto es consecuente con el trabajo 
de varios grupos destacadas en este campo de investigación 119,155. En resumen, hemos 
encontrado similitudes descritas para los aumentos observados por efecto de otros factores 
de crecimiento pero también importantes novedades como es el papel que juega el O2• en 
la señalización del VEGF como segundo mensajero. Este hecho supone una nueva forma 
de interpretación de los procesos de señalización para el VEGF en la CE. Ciertamente, ya 
estaba descrita la capacidad del O2• para estimular la producción de VEGF 111,119,233,234, 
pero en nuestros resultados, al contrario que la literatura actual, comprobamos que existe 
una gran especificidad demostrada por el hecho de que el H2O2 no consigue provocar los 
aumentos descritos para HIF-1α. Por otro lado, el uso del inhibidor especifico de las 
NADPH oxidasas, la apocinina (Figura 4.11), así como el uso de CE transfectadas con el 
dominante negativo para Rac1 (Figura 4.12) o el oligonucleótido antisentido para p67phox 
(Figura 4.13), siendo Rac1 y p67phox piezas indispensables del complejo de las NADPH 
oxidasas 117,118,235, demuestra que la fuente principal de O2• proviene de estos complejos 
enzimáticos y que existe una activación de los mismos tras producirse la unión del VEGF a 
sus receptores específicos en la CE. Como muestra de la importancia práctica de estos 
resultados, hay que destacar el uso clínico experimental existente para la apocinina en 
modelos de retinopatía isquémica 236. 
 
El estrés oxidativo, y en general el incremento de ROS, se ha relacionado con 
numerosas patologías, considerándolos, junto con otros factores, como responsables de 
muchas de las lesiones descritas para cada una de esas patologías 114. Sin embargo, como 
hemos visto, las variaciones en el estado rédox también se encuentran relacionadas con 
procesos de señalización de factores de crecimiento. Se encuentran por tanto relacionadas 
con la membrana celular, donde se localizan los receptores para dichos factores y donde 
se produce la interacción de estos con las proteínas responsables de la activación o 
inhibición de importantes rutas de señalización. Esto es importante, conviene hacer 
hincapié, ya que puede implicar que las variaciones locales (en este caso regiones 
cercanas a la membrana celular) pueden ejercer sus efectos de modo controlado, o al 
menos con efectos reducidos en cuanto a su influencia sobre otras regiones celulares. No 
es correcto por tanto, hablar de la alteración del estado rédox celular en general como algo 
negativo. Queda saber que mecanismos usa la CE para controlar el estado rédox a nivel 
intracelular. El incremento de HIF-1α por efecto de ROS no es algo nuevo dentro de una 
condición de hipoxia 221,222, pero el papel del superóxido en la inducción de los niveles de 





Las rutas de las JNK, p38 MAPK y PI3K son necesarias 
para que el VEGF actúe sobre HIF-1α en células 
endoteliales 
 
Hemos descubierto la implicación de ciertas vías de señalización intracelular en los 
incrementos observados en HIF-1α por efecto del VEGF y el O2•. Los experimentos que 
hemos realizado con inhibidores específicos ampliamente utilizados en esta clase de 
estudios preliminares, sugieren al menos la participación de las JNK, la MAPK p38 y la 
PI3K en dichos incrementos (Figura 4.14). Además, la activación de las JNK y la MAPK 
p38 por efecto del VEGF (Figura 4.15), que hemos podido comprobar en nuestro modelo a 
través de inmunoblot para las formas fosforiladas de estas proteínas, es coincidente con 
anteriores trabajos de diversos grupos 206. Por otro lado, aunque no hemos podido 
comprobar aun la capacidad del O2• generado por el VEGF en nuestro modelo para 
fosforilar estas quinasas, si existe mucha literatura donde se describe esa capacidad del 
O2• así como la de otras ROS 108,131-133,135,136. Sin embargo, la vía de la PI3K-PKB/Akt 
supone una interesante excepción; el estudio con el inhibidor específico de su ruta, la 
wortmanina, muestra que es, al menos en parte, necesaria para que el VEGF pueda 
aumentar los niveles de HIF-1α (Figura 4.14), pero cuando hemos buscado aumentos en la 
fosforilación de la quinasa Akt tras estimular las CE con VEGF no hayamos diferencias 
significativas. Este hecho resulta sorprendente porque está previamente descrito la 
capacidad del VEGF para fosforilar la quinasa PKB/Akt 237, y la mejor explicación que 
encontramos consiste en considerar que nuestras condiciones experimentales; el que no 
lleve nada de suero, el medio de cultivo usado para depletar o el tiempo de depleción con 
dicho medio, hacen que PKB/Akt se encuentre de inicio fosforilada en gran parte. Como 
puede verse en la Figura 4.15, si comparemos la señal de la forma total con la fosforilada, 
encontramos que en todo momento del experimento, la señal de la forma p-PKB/Akt es 
máxima y constante. Otra explicación alternativa consistiría en considerar la posibilidad de 
que la fosforilación de PKB/Akt ocurre antes del primer minuto de estimulación, pero 
cuando realizamos una comprobación puntual del estado de fosforilación de PKB/Akt en 
nuestro modelo y sin estimulo con VEGF, encontramos el mismo grado de fosforilación que 
los experimentos descritos anteriormente. Este resultado apoya por tanto nuestra primera 
interpretación. 
 
El VEGF no modifica la estabilidad de la proteína para HIF-
1α, pero si incrementa la expresión de su ARNm en las CE 
a través del complejo de la NADPH oxidasa y el O2• 
 
Como ya comentabamos anteriormente, el estimulo clásico de HIF-1 consiste en la 
disminución drástica de la concentración del O2 y en consecuencia en una inhibición de la 
tasa de degradación de HIF-1α. Esta inhibición conlleva a que en pocos minutos sea 
posible detectar la proteína para HIF-1α mediante técnicas de Western blot. 
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En nuestro modelo, el incremento observado por efecto del VEGF tarda en 
manifestarse más de dos horas (Figura 4.1), por lo que nos hace pensar en la posible 
existencia de un mecanismo distinto al de la inhibición de la degradación. Para poder 
comparar la estabilidad de HIF-1α según el estimulo que usemos, añadimos cicloheximida 
tras el incubar con los estímulos. La cicloheximida es un inhibidor de la síntesis de proteína 
198 que impediría la acumulación de HIF-1α de nueva síntesis. De este modo, si la 
estabilidad de los HIF-1α acumulados por efecto de los estímulos es distinta en función de 
la naturaleza de estos últimos, observaremos diferencias en la intensidad de la señal de la 
proteína para HIF-1α a medida que transcurre el tiempo desde la inhibición de la síntesis 
proteica; es decir, encontraremos que la señal de la proteína para HIF-1α disminuye más 
deprisa cuanto menos estabilidad tenga. Hay que recordar que en nuestro modelo no se 
modifica la concentración del O2, que el estimulo del VEGF es procesado por la CE en 
condiciones de normoxia y que por tanto, a priori, la CE mantiene intacta la maquinaria de 
marcaje y degradación para HIF-1α. 
 
Efectivamente, y tal como se describe para otros factores de crecimiento, en nuestro 
caso el VEGF no favorece de forma significativa el aumento de la estabilidad de HIF-1α 
(Figura 4.16 si se compara con la estabilidad que aporta el CoCl2, un mimético químico de 
la hipoxia que bloquea la maquinaria de marcaje para la degradación de HIF-1α. La 
consiguiente pregunta a hacerse es lógica; si el VEGF no disminuye la tasa de degradación 
de HIF-1α, ¿cómo se produce entonces el incremento observado en nuestros Western 
blots e inmunofluorescencias?. La respuesta también es lógica; si en presencia de VEGF, 
HIF-1α se degrada con la, aparentemente, misma velocidad, los incrementos de su 
proteína deben producirse por un aumento final en la síntesis de nuevas subunidades de 
HIF-1α. Queda solamente comprobarlo experimentalmente. 
 
Una forma rápida y sencilla de analizar si existe un incremento en la síntesis de HIF-
1α consiste en cuantificar mediante RT-PCR la cantidad de ARNm para HIF-1α que está 
produciendo la CE tras ser estimulada con VEGF. De tal modo, podemos asumir que a 
mayor cantidad de mensajeros, mayor cantidad de proteína es sintetizada. Efectivamente, 
como puede verse en la Figura 4.17, en sólo 6 horas ya existe entre dos y tres veces 
mayor número de ARNm para HIF-1α en el caso de las CE tratadas con VEGF que en las 
CE no tratadas o aquellas tratadas con CoCl2. Es interesante destacar este último hecho 
del CoCl2 ya que es coincidente con la literatura 238; la hipoxia o el CoCl2 o no modifican la 
expresión del ARNm para HIF-1α o producen ligeros incrementos. 
 
Por otro lado, quisimos averiguar si en los incrementos descritos para los ARNm de 
HIF-1α participa el O2• o los complejos enzimáticos de la NADPH oxidasa. Para ello, 
nuevamente cuantificamos los mensajeros mediante RT-PCR de CE tratadas con VEGF en 
presencia o no de la apocinina, el inhibidor de las NADPH oxidasas, y el MnTMPyP, el 
mimético de SOD (Figura 4.19). Ambos compuestos bloquearan en mayor o menor grado 
el efecto del VEGF, pero, interesantemente, también el efecto del O2• producido por el 
sistema HX/XO. En el caso del MnTMPyP no es extraño este resultado, ya que actúa 
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eliminando los O2• directa e independientemente de su fuente de origen, indicándonos que 
el O2• es necesario por lo menos en parte para que el VEGF incremente el número de 
ARNm para HIF-1α, pero en el caso de la apocinina no es así; la apocinina no tiene efecto 
inhibitorio sobre la XO. Justamente, si recordamos la Figura 4.11, la apocinina no 
bloqueaba el efecto del sistema HX/XO sobre la proteína para HIF-1α, sin embargo, ahora 
si parece poder bloquear, y de forma más eficaz que el MnTMPyP, el efecto sobre los 
mensajeros para HIF-1α. Estos resultados pueden parecer contradictorios, pero tenemos 
que tener en cuenta que: 1) el sistema HX/XO, a pesar de los potentes incrementos que 
provoca en la proteína de HIF-1α (véase las Figuras 4.7 ó 4.11), no produce el mismo 
efecto sobre los mensajeros (Figura 4.17), cuyos incrementos son siempre menores que 
los producidos por el VEGF y 2) el MnTMPyP, a pesar de evitar totalmente los incrementos 
en la proteína de HIF-1α en presencia de VEGF o XO (Figura 4.11), ahora no es capaz de 
bloquear con la misma eficacia los aumentos observados en los ARNm (Figura 4.18). Estas 
dos resultados en particular nos están indicando que el O2• podría no ser tan crucial para 
que se produzcan los aumentos observados en los ARNm para HIF-1α, y en conjunto con 
el efecto de la apocinina, nos lleva a considerar la existencia de al menos otro mecanismo 
celular implicado en los incrementos de los ARNm para HIF-1α y en el que el correcto 
funcionamiento de los complejos NADPH oxidasa, aunque sea a un nivel basal, juegue un 
papel fundamental. Es decir, que el O2• es imprescindible para que el VEGF pueda 
incrementar los niveles de la proteína para HIF-1α, pero no para los de su mensajero y que 
la NADPH oxidasa está relacionada con otros mecanismos de señalización de la CE 
además de producir O2• intracelularmente. 
 
Un posible mecanismo candidato para participar en los incrementos de la proteína de 
HIF-1α podría ser el que, debido a las activaciones de las quinasas p38 y JNK (Figura 
4.15), se esté produciendo un incremento en la capacidad de traducción de los ARNm de la 
CE. Estas dos quinasas en particular se ven activadas por incrementos de ROS 134, están 
implicadas en procesos de señalización de importantes factores para el endotelio como la 
angiotensina II en el caso de p38 239, o el factor de crecimiento fibroblástico básico en el de 
las JNK 240 y desde hace tiempo se sabe que están relacionadas con factores de 
transcripción como NF-κB, CREB, ATF-2 ó c-Jun 241-244 e incluso el propio HIF-1 206,245. Por 
otro lado, JNK y p38 se encuentran al principio de rutas de señalización que, entre otras 
funciones, participan en la regulación de la actividad de los ribosomas al favorecer la 
fosforilación del factor de elongación 4E (eIF4E) 243,246. Todo esto nos hace suponer un 
hipotético aumento en la tasa de traducción del conjunto de ARNm que posee la CE, entre 
ellos el de HIF-1α, como respuesta a la activación de estas quinasas por VEGF y en la que 
se intuye la participación de alguna ROS. Curiosamente, p38 se activa en situaciones de 
hipoxia, pero JNK no 247, es decir, el VEGF podría estar usando mecanismos comunes a 




El VEGF incrementa su propia expresión en las células 
endoteliales 
 
Dada la capacidad del VEGF para incrementar los niveles de HIF-1α en el núcleo de 
las CE, el siguiente paso a seguir fue averiguar si el propio factor de transcripción del que 
forma parte la subunidad α es funcional. Para ello, estudiamos la capacidad del VEGF 
exógeno y el O2• para incrementar el número de ARNm para el VEGF endógeno, así como 
la actividad transcripcional medida a través de un promotor con regiones HRE asociado al 
gen de la luciferasa. De hecho, al igual que con los mensajeros para HIF-1α, tanto el VEGF 
como el O2• producido por el sistema de la HX/XO, provocaron incrementos en la expresión 
del gen para el VEGF en BAEC aunque menos pronunciados (Figura 4.20). 
En el caso de los ensayos de actividad de la luciferasa, la secuencia promotora 
elegida fue la comprendida entre los pares de base -2274 al 379 con respecto al sitio de 
inicio de la transcripción del gen para el VEGF humano 186. En estos ensayos de actividad, 
el VEGF produjo un considerable aumento de la expresión del gen de la luciferasa y 
mediante el uso de la apocinina y el MnTMPyP averiguamos que los complejos NADPH 
oxidasa son completamente necesarios para la inducción de la expresión y que el propio 
O2• participa en el dicha inducción (Figura 4.19). Además, del mismo modo que con la 
expresión de ARNm para HIF-1α, nuevamente nos encontramos con que el MnTMPyP no 
consigue bloquear totalmente el efecto del VEGF sobre la expresión de la luciferasa. Sin 
embargo, en las cuantificaciones de la expresión del gen para VEGF mediante RT-PCR, si 
encontramos un bloqueo efectivo por parte de la apocinina y el MnTMPyP (Figura 4.21) 
 
Finalmente, quisimos verificar si el VEGF exógeno y el O2• generado mediante el 
sistema HX/XO eran capaces de incrementar la proteína para el propio VEGF. Mediante 
técnicas de inmunofluorescencia, pudimos comprobar que ciertamente se producen 
aumentos en la señal para el anticuerpo anti-VEGF y que dichos aumentos se ven 
reducidos por la acción de la apocinina o el MnTMPyP (Figura 4.22). Una posible objeción 
metodológica a la observación del VEGF endógeno mediante inmunofluorescencia sería el 
hecho de que parte del VEGF exógeno que añadimos al cultivo es asimilado por la CE 
mediante procesos de reciclaje de receptores de membrana por endocitosis, pero dado que 
en las incubaciones con la apocinina y el MnTMPyP estaba presente el VEGF exógeno y 
aun así se observa una efectiva disminución en la señal, consideramos que nuestros 
resultados son correctos y consecuentes con los incrementos en la cantidad de ARNm para 
VEGF anteriormente descritos. 
 
Con todo, aunque hemos podido demostrar la acumulación de la proteína para HIF-1α 
y su translocación al núcleo de las CE por efecto del VEGF o el O2•, aun no podemos 
afirmar concluyentemente que el factor de hipoxia es el responsable total o parcial de los 






Aunque esta tesis doctoral no ha buscado relacionar la nueva información descubierta 
con ninguna patología en particular, es fácil conectar los hechos fundamentales que 
demuestran nuestros resultados con aspectos muy importantes de la biología de tumores 
sólidos y otras patologías relacionadas con el VEGF y el endotelio como pueden ser 
aquellas relacionadas con la formación incorrecta de vasos sanguíneos. 
 
Sobre el propósito biológico de esta nueva señalización del VEGF sobre HIF-1, primero 
hay que destacar que se produce una amplificación de los efectos del VEGF a través de 
HIF-1 ya que el repertorio de genes cuya expresión se ve potenciada por acción del HIF-1 
es muy amplio 71,72 pero normalmente estos genes solo se activaran en condiciones de 
hipoxia, el primer y mejor estímulo conocido por el cual toma su nombre este factor de 
transcripción. De este modo, la CE consigue una mayor capacidad de respuesta que cobra 
especial interés en el ambiente presente en las cercanías de tumores sólidos, tumores con 
una permanente activación de HIF-1, entre otros factores de transcripción, y que producen 
enormes cantidades de VEGF 248,249. Por otro lado, en el contexto patológico, la conexión 
VEGF-HIF-1-VEGF presente en CE puede tener también su función en otras condiciones 
ambientales, como puede ser el propio ambiente hipóxico del interior (no las cercanías) de 
esta clase de tumores o bien en otras situaciones patológicas como puede ser la 
enfermedad cardiaca, la anemia o la preeclampsia. 
 
El presente trabajo aporta información desconocida hasta la fecha sobre la biología de 
la CE. Entre los nuevos descubrimientos destaca primeramente el hecho de que el ARNm 
para VEGF y el VEGF autólogo se incrementan tras la exposición de las CE a VEGF 
exógeno. Aunque existe la posibilidad de efectos independiente a HIF-1, este hecho, así 
como el estudio de la actividad transcripcional del promotor del gen para VEGF, apoya la 
idea de que el HIF-1 incrementado es funcionalmente activo en términos de transactivación 
del gen para VEGF. Sería muy interesante por lo tanto el analizar la expresión de otros 
genes regulados por HIF-1, estudios que en esta tesis no se han realizado. Como segundo 
descubrimiento relevante hemos encontrado un papel protagonista en el O2• mediador entre 
el VEGF y HIF-1, su principal activador transcripcional. 
 
Con todo, el orden de señalización desde que el VEGF se une a sus receptores y se 
produce un incremento en el número de mensajeros y proteína para HIF-1α y el propio 
VEGF, no queda establecido en este trabajo con suficiente claridad. Se hace necesario 
pues, futuros estudios que esclarezcan en la secuencia de acontecimientos celulares; 
¿cómo interacciona los VEGFRs con las NADPH oxidasa?, ¿qué papel juega el O2• 
producido por el VEGF en las fosforilaciones de p38 y JNK?, ¿cuál es la secuencia de 
activación de cada una de las quinasas?, así como el grado de importancia de cada vía 
involucrada. Otra cuestión sin resolver sería la señal que cierra el circuito VEGF-HIF-1. Una 
posible explicación es que sea necesaria una cierta cantidad de VEGF para provocar el 
suficiente incremento de HIF-1α; en nuestro modelo, añadimos el VEGF de manera 
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exógena en una gran concentración, mientras que en los sistemas biológicos, tal cantidad 
de VEGF solo es alcanzado en situaciones extraordinarias. Nuevamente nos acordamos de 
la vascularización de tumores sólidos y su gran producción de VEGF y consideramos que 
quizás estemos ante un mecanismo particular de este tipo de situaciones. Sin duda, 
estudios de la vascularización de tumores en animales tratados con apocinina, inhibidores 
de las rutas estudias o el propio MnTMPyP podrían revelarnos nuevos datos. 
 
En resumen, los experimentos recogidos en esta tesis doctoral revelan una, hasta 
ahora desconocida, relación positiva en las CE entre el principal factor de crecimiento de 
estas, el VEGF, y su principal regulador transcripcional, el HIF-1, y en el que el O2• resulta 
totalmente necesario. Es decir, el O2• funciona en nuestro modelo como un segundo 



















































1. El VEGF incrementa la síntesis de HIF-1α de modo concentración y tiempo 
dependientes en cultivos primarios de células endoteliales en confluencia y en 
condiciones no hipóxicas, provocando además su translocación al núcleo. Por el 
contrario, la eritropoyetina no es capaz de producir estos efectos. El efecto del VEGF 
sobre HIF-1α está mediado por el VEGFR1 y 2. 
 
2. El mecanismo por el cual el VEGF regula los niveles de HIF-1α en las células 
endoteliales requiere un incremento en los niveles de ROS. Concretamente, el aumento 
de O2• es señal suficiente para el incremento descrito de HIF-1α. El efecto del VEGF y 
el O2• es totalmente suprimido por la molécula MnTMPyP, un mimético de la superóxido 
dismutasa permeable a través de la membrana celular. 
 
3. Mediante el uso de un inhibidor específico de los complejos enzimáticos NADPH 
oxidasas, la apocinina, un dominante negativo de Rac1 y un antisentido para p67phox, 
hemos descubierto que el efecto del VEGF sobre los niveles de HIF-1α está mediado 
por el O2• producido por estos complejos enzimáticos. 
 
4. De modo paralelo, o bien a consecuencia del incremento en los niveles de O2• 
provocado por el VEGF, se produce la activación de proteínas necesarias para el 
incremento de los niveles de HIF-1α. Entre las proteínas estudiadas, hemos encontrado 
implicadas a las JNK, la MAPK p38 y la PKB/Akt. 
 
5. Los estudios de cicloheximida indican que el VEGF incrementa los niveles de HIF-1α 
sin disminuir apreciablemente su tasa de degradación. Debe existir por tanto un 
aumento en su producción. Concretamente, el VEGF a través del O2• aumenta la 
síntesis del ARNm para HIF-1α. 
 
6. El VEGF, a través del O2•, aumenta la síntesis del ARNm de su propio gen así como los 
niveles de proteína para VEGF. Estos resultados suponen una prueba sólida de la 
existencia de un circuito de retroalimentación del VEGF sobre si mismo en condiciones 
no hipóxicas. 
 
En resumen, en esta tesis doctoral se describe un novedosa conexión de las CE entre 
el principal factor de crecimiento de estas, el VEGF, y su principal regulador transcripcional, 
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RESPUESTA A LA HIPOXIA.
UN MECANISMO SISTEMICO BASADO EN EL CONTROL DE LA EXPRESION GENICA
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Resumen La respuesta hipóxica, sobre la que se dispone de nuevos datos críticamente importantes, puede
esquematizarse en tres sistemas, vg. de detección o sensor de oxígeno, de regulación, que con-
trola la expresión génica y efector. El elemento principal de organización del sistema regulador es un factor de
transcripción específico, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). En presencia de oxígeno, la subunidad α del
HIF-1 (HIF-1α) se modifica por las hidroxilasas, que constituyen el punto central del mecanismo sensor, indu-
ciendo su catabolismo por el proteosoma. Por el contrario, en hipoxia, o en presencia de algunos factores de
crecimiento que incrementan su síntesis, el HIF-1α se transloca al núcleo, donde, unido al HIF-1β, actúa como
factor transcripcional de genes con elementos de respuesta hipóxica (HRE) en su promotor. Estos regulan la
síntesis de una amplia serie de proteínas, que abarcan desde enzimas respiratorias y transportadores hasta
hormonas involucradas en la regulación a escala del organismo de la circulación y la eritropoyesis. El papel del
HIF-1 no se restringe a la mera inducción de una respuesta adaptativa a la falta de oxígeno, sino que participa
significativamente en los mecanismos de reparación celular. Una simple lista de algunas alteraciones de impor-
tancia fisiopatológica, tanto estimulatorias como inhibitorias, que involucran al sistema de HIF-1, incluiría: en-
fermedad pulmonar crónica, adaptación al tabaco/humo, anemia/hemorragia, isquemia/reperfusión, crecimien-
to, vascularización y resistencia celular de los tumores, preeclampsia y crecimiento intrauterino retardado, hiper
o hipovascularización retiniana, sobredosis de fármacos, enfermedad inflamatoria intestinal y curación de heri-
das. Esta sola enumeración ilustra la importancia de este mecanismo.
Palabras clave: hipoxia, HIF-1, sensor de oxígeno, VEGF, eritropoyetina
Abstract Response to hypoxia. A systemic mechanism based on the control of gene expression. New,
critically important data have been recently generated about the response to hypoxia. This response
can be schematized in three main systems or functions, ie, detectional or oxygen sensing, regulatory, which
controls gene expression and effector. The principal organizer of the regulatory branch is a specific transcription
factor, the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). In the presence of oxygen, the α subunit of HIF-1 (HIF-1α) is modified
by hydroxylases, that represent the central point of the oxygen sensing mechanism. This type of hydroxylation
induces HIF-1α catabolism by the proteosome. On the contrary, in hypoxia, or in the presence of certain growth
factors that increase HIF-1α synthesis, HIF-1α translocates to the nucleus, where it binds HIF-1β, and thence
acts on transcription of genes carrying hypoxia responsive elements (HRE) on their promoters. These genes
regulate the synthesis of an ample series of proteins, which span from respiratory enzymes and transporters to
hormones regulating circulation and erythropoiesis. The role of HIF-1α is not restricted to the mere induction of
adaptation to decreased oxygen: instead, it significantly participates in cell repairing mechanisms. A simple list
of some of the stimulatory or inhibitory alterations of pathophysiological importance involving the HIF-1 system,
would include: chronic lung disease, smoking adaptation, anemia/hemorrhage, ischemia/reperfusion, growth, vas-
cularization and cell resistance of tumors, preeclampsia and intrauterine growth retardation, retinal hyper o
hypovascularization, drug intoxications, bowel inflammatory disease and wound repair. This list illustrates by it-
self the importance of the mechanism herein reviewed.
Key words: hypoxia, HIF-1, oxygen sensor, VEGF, erythropoietin
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La fisiopatología es un territorio de límites imprecisos,
que tiene como denominador común la adaptación a la
enfermedad de mecanismos que, en su origen, se desa-
rrollaron para responder a situaciones de especial exi-
gencia en individuos sanos. Así, entre otras, el organis-
mo enfermo emplea respuestas sistémicas primarias ante
la agresión, como las que se desencadenan ante la pér-
dida de sangre, la infección, los traumatismos, la deshi-
dratación, el ayuno, o la hipoxia, para hacer frente a si-
tuaciones patológicas. Estas últimas, especialmente las
crónicas, son sustancialmente diferentes de la condición
original a la que se aplica el mecanismo de respuesta.
Valgan como ejemplos característicos de esta dualidad
los siguientes: uno, la estimulación del eje renina-
angiotensina-aldosterona incluye aspectos inflamatorios
y promotores de la cicatrización vascular, que son útiles
en el caso de la herida de un vaso, pero resultan dele-
téreos en la arteriosclerosis crónica; otro, el remodelado
vascular pulmonar inducido por la hipoxia es necesario y
favorable en la adaptación fisiológica a la altitud, pero
actúa negativamente en un paciente con enfermedad
pulmonar crónica. La hipoxia es un prototipo considera-
blemente bien estudiado y un paradigma de respuestas
que involucran al organismo en su conjunto y pueden
tener consecuencias diferentes en la salud y en la enfer-
medad.
Hipoxia: Una pregunta inmediata a realizarse es qué
condiciones fisiopatológicas se asocian con hipoxia. Exis-
te hipoxia transitoria durante el ejercicio, en sepsis o en
tejidos traumatizados e hipoxia crónica en la altura o en
zonas tisulares menos oxigenadas, como por ejemplo la
médula renal. Ya en el terreno de la patología, hay hipoxia
en la enfermedad pulmonar, la insuficiencia cardíaca, la
isquemia tisular, la anemia y en los tejidos tumorales.
La respuesta a la hipoxia puede esquematizarse en
tres sistemas: a) de detección o sensor de oxígeno, b)
de regulación, mediante el control de la expresión de una
amplia serie de genes, y c) efector múltiple, que incluye
no sólo expresión de genes, sino múltiples cambios fun-
cionales, que van desde la estimulación de moléculas
vasodilatadoras hasta las variaciones en la afinidad de
la hemoglobina por el oxígeno. El sistema regulador está
modulado directamente por el sensor y el elemento or-
ganizador principal es un factor de transcripción especí-
fico, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). La presente
revisión se centra específicamente en este factor.
Respuesta a la hipoxia: La diferencia entre los teji-
dos y órganos no proviene de su dotación génica, sino
de la manifestación particular de los genes en cada tipo
celular. En este contexto, los factores de transcripción
actúan para orientar y adaptar, o dicho más gráficamen-
te, reclutar la expresión génica hacia patrones determi-
nados de respuesta, como por ejemplo la supervivencia,
la migración, la proliferación o el crecimiento.
La respuesta a la hipoxia requiere un alto nivel de
coordinación. Su mecanismo incluye un espectro de cam-
bios que van desde variaciones en la expresión en-
zimática que adaptan la producción de energía frente a
una menor disponibilidad de oxígeno, hasta la puesta en
marcha de fenómenos de autoeliminación de la célula
ante la imposibilidad de sobrevivir en circunstancias ad-
versas extremas. Todos los organismos, desde las bac-
terias hasta los humanos, poseen mecanismos para el
mantenimiento de la homeostasis del oxígeno, que son
esenciales para la producción energética y por lo tanto
para la supervivencia. En los mamíferos superiores, la
respuesta a la hipoxia es compleja, e incluye, entre otras,
adaptaciones de la función respiratoria y hemodinámica,
del metabolismo intermedio y de la función renal. Estas
adaptaciones se manifiestan en cambios hormonales, de
mediadores y de actividad enzimática, e implican varia-
ciones en la expresión de una serie de genes entre los
que destacaremos el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y la eritropoyetina (EPO).
El incremento en la expresión de VEGF en condicio-
nes de hipoxia ocurre a través de mecanismos molecu-
lares de aumento de transcripción1
 y/o estabilización del
ARNm2. La regulación transcripcional del VEGF en con-
diciones de hipoxia está mediada por la unión de HIF-1 a
secuencias específicas localizadas en el promotor del
VEGF (HIF-1 binding sites – HBSs o hypoxia responsive
elements, HREs), constituida por las bases: -RCGTG-3.
La regulación de la expresión de EPO es similar a la re-
ferida para VEGF en lo que concierne al papel del HIF-1,
pero diferente en cuanto a otros elementos co-regulado-
res con efectos sobre el promotor.
El factor inducible por hipoxia (HIF-1): HIF-1 es un
heterodímero compuesto por dos sub-unidades (HIF-1α
y HIF-1β) con pesos moleculares aparentes de 120-130
kD y 91-94 kD4, respectivamente. Ambas sub-unidades
comparten cierta homología en sus extremos N-termina-
les, conteniendo un dominio bHLH (basic helix-loop-helix)
y un dominio PAS (Per-Arnt-Sim), que están involucrados
en la dimerización y en la unión al ADN5. El extremo
COOH-terminal de la sub-unidad α contiene dos domi-
nios de transactivacion (TADs) y un dominio de degra-
dación dependiente de oxígeno (ODD), siendo éstos los
responsables de las funciones transactivadora y regu-
ladora de este factor en diferentes condiciones de dispo-
nibilidad de oxígeno6. HIF-1β es idéntico al ARNT
–translocador nuclear del receptor Ah (aril hydrocarbon)–.
Esta proteína dimeriza con receptores Ah activados cu-
yos ligandos constituyen diferentes contaminantes am-
bientales, como aminas heterocíclicas, hidrocarburos aro-
máticos y compuestos aromáticos (dioxinas, diben-
zofuranos y bifenilos)7. La identificación de ARNT como
sub-unidad de HIF-1 demostró por vez primera que ARNT
(HIF-1β) constituye una sub-unidad común de varios
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heterodímeros que contienen dominios bHLH. La trans-
locación al núcleo de HIF-1α y heterodimerización con
HIF-1β son necesarias para la unión de HIF-1 a los HBSs
y su consiguiente transactivación.
El descubrimiento de HIF-1 como factor regulador de
la homeostasis del O2 surgió como consecuencia del
estudio de los mecanismos moleculares que modulaban
la transcripción de la EPO en respuesta a la hipoxia3. La
caracterización de los niveles de expresión de HIF-1α y
HIF-1β, se evaluó inicialmente en células Hep3B y HeLa
bajo diferentes condiciones de disponibilidad de O2 –hipo-
xia, normoxia y re-oxigenación–8. De manera general el
ARNm de ambas sub-unidades se expresaba constituti-
va-mente bajo cualquier condición. Sin embargo, la pro-
teína de HIF-1α sólo era detectable en hipoxia.
En presencia de oxígeno, HIF-1α sufre modificacio-
nes post-traduccionales por parte de hidroxilasas (PHD1-
3, FIH-1), las cuales hidroxilan residuos de Pro402/564 y de
Asn803 que se localizan en los dominios ODD y TADs,
respectivamente9, 10. Estas modificaciones permiten la
unión de la proteína VHL (von Hippel Lindau) a los sitios
hidroxilados de HIF-1α formando parte del complejo E3
ubiquitin-ligasa, provocando asi su ubiquitinación y de-
gradación11. La hidroxilación del residuo Asn803 se ha
descrito recientemente y constituye un impedimento
estérico en la unión del co-activador CBP/p300 a HIF-
1α, necesario para la transactivación de HIF-110. En au-
sencia de oxígeno, HIF-1α es fosforilado y translocado
al núcleo, donde dimeriza con HIF-1β y se acopla a su
co-activador CBP/p300, permitiendo la transactivación e
inducción de genes (Fig. 1). Es importante también, aun-
que está menos caracterizada, la unión de HIF-1 a pro-
teínas de estrés (HSPs)12. Esta unión protege a HIF-1 de
la degradación. En este sentido, el efecto pro-degradativo
de HIF-1 de agentes del tipo de las ansamicinas, blo-
queantes de HSP90, abre una posibilidad de interés en
el campo terapéutico de la antiangiogénesis13.
El sensor de oxígeno: Desde hace décadas, se ha
trabajado en la identificación del sensor de oxígeno, en
general bajo el supuesto de que se trataría de una pro-
teína con un grupo hemo o similar14. En los últimos años,
se han hecho avances notables en el conocimiento del
mecanismo de este sensor, basadas en su propiedad de
activar la señalización vía HIF-1. Existen varios modelos
que involucran a diferentes moléculas como responsa-
bles de dicha función; entre ellas es fundamental un tipo
especial de hidroxilasas (PHDs) que utilizan 2-ceto-
glutarato como sustrato, y que al ser reguladas por oxí-
geno, cumplen todas las premisas para ser considera-
das como el sensor principal de oxígeno. En la estructu-
ra de estas proteínas es característico un grupo prostético
de tipo hemo, en el cual el Fe2+ puede ser sustituido por
otros metales (Co2+, Ni2+) causando un bloqueo en la ca-
pacidad hidroxilasa de la enzima y por lo tanto una inhi-
bición de la degradación de HIF-1α15. Un segundo tipo
de regulación atribuye a las especies reactivas de oxíge-
no (ROS), principalmente el superóxido (O2-) y el peróxido
de hidrógeno (H2O2), un papel modulador importante. Este
papel se ejerce de dos maneras distintas. En un caso, la
enzima NADPH oxidasa (O2 → O2) es la responsable de
la producción de ROS, que en condiciones de normoxia
inducen la degradación de HIF-1α. Una segunda situa-
ción señala que la producción de ROS en la mitocondria
(cyt c1 → O2- → H2O2) en condiciones de hipoxia induce
la estabilización de HIF-1α16. Los mecanismos celulares
de ambas formas de regulación están aún pendientes
de resolver.
Otras vías de estimulación de HIF-1: La hipoxia no
es el único estímulo que incrementa los niveles de HIF-
1α. En condiciones de normoxia muchas citoquinas y
factores de crecimiento activadores de receptores del tipo
tirosina quinasa (RTKs) son también capaces de inducir
HIF-1α, repercutiendo sobre un incremento en los nive-
les de este factor transcripcional. Entre éstos se inclu-
yen: insulina17, factor de crecimiento similar a la insulina
2 (IGF-2)18, interleuquina-1β (IL-1β)19, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-α)19, factor de crecimiento epidérmico
(EGF)20, trombina21, endotelina 1 (ET-1)22 y heregulina
(HER2)23. De manera general, el mecanismo por el cual
todos ellos inducen HIF-1α incluye un incremento en la
sintesis de la proteína, a diferencia de lo que ocurre en
hipoxia, en la que la estabilidad del factor está asociada
a una disminución en su tasa de degradación. Las vías
principales de señalización descritas hasta el momento
que participan en la inducción de HIF-1α a partir de es-
tos factores de crecimiento, incluyen PI3K (fosfatidili-
nositol 3-quinasa), Akt (PKB), Ras, MAPK (proteína
quinasa activada por mitógenos), y MEK (quinasa de
MAPK) (Fig. 2). En el corriente año académico, y en el
curso de trabajos enfocados al efecto del estrés oxidativo
sobre las células endoteliales, hemos obtenido resulta-
dos que sugieren la existencia de una vía de retroali-
mentación del VEGF sobre su propio factor de transcrip-
ción principal, el HIF-124, 25. Un aspecto novedoso adicio-
nal de esta vía es el papel del anión superóxido como
mediador principal de transmisión de la señal activadora.
En cuanto al posible significado funcional de esta vía, pue-
den postularse la sensibilización a la respuesta hipóxica a
través de uno de sus productos intermedios y la amplifica-
ción de los efectos de factores de crecimiento a través del
reclutamiento de genes dependientes de HIF-1. En este
último sentido, puede considerarse, por ejemplo, que el
efecto inductor de HIF-1 sobre las vías glucolíticas puede
ser crítico a la hora de la oferta de energía y metabolitos
intermediarios necesarios para la proliferación.
Expresión génica en la hipoxia: Tal como hemos
mencionado, la respuesta a la hipoxia es integral, y abar-
ca todos los aspectos necesarios para proveer oxígeno
a los tejidos y conseguir su aprovechamiento más efi-
caz.
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En la actualidad, la identificación de genes que se
activan por HIF-1 se ha incrementado considerablemen-
te, incluyendo muchos cuyas proteínas participan en
múltiples funciones celulares dirigidas a favorecer la oxi-
genación tisular, entre otras, angiogénesis, metabolis-
mo energético, eritropoyesis, proliferación y viabilidad
celular, remodelado vascular y apoptosis. La Figura 3
esquematiza los genes que se ponen en marcha a tra-
Fig. 2.– Mecanismo común de inducción de HIF-1α por citoquinas y/o factores de cre-
cimiento. Abreviaturas: Akt/PKB, proteína quinasa B; CBP/p300, CREB-binding
protein/p300; HRE, hipoxia-responsive element; JNK, c-jun N-terminal kinase;
MAPK, mitogen-activated protein kinase; MEK, MAPK kinase; mTOR, mammalian
target of rapamycin; oxNADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxi-
dase; PI3K, phosphatidylinositol 3-OH kinase; Ras, small G protein; α, sub unidad
α del factor inducible por hipoxia; β, subunidad β del factor inducible por hipoxia.
Fig. 1.– Ciclo de activación-degradación de HIF-1α. A la izquierda se muestra el fun-
cionamiento en hipoxia y a la derecha en normoxia. Abreviaturas: Asn, asparagina;
CBP/p300, complejo coactivador transcripcional CREB-binding protein/p300; FIH,
factor inhibidor de HIF; HIF-1α, subunidad α del factor inducible por hipoxia; OH,
sitios de hidroxilación; P, sitios de fosforilación; PHDs, prolil hidroxilasas; Pro, prolina.
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vés de HIF-1. La inducción vía HIF-1 afecta a factores de
citoprotección, destinados a amortiguar el daño hipóxico1,
26
 y enzimas glucolíticas27, 28 y de transporte de hexosas29,
necesarias para la adaptación metabólica inmediata y
producción de ATP por vías anaerobias; también, se ac-
tivan genes de mediadores hemodinámicos22, 30, destina-
dos a mantener la perfusión tisular; a nivel de organis-
mo, se inducen genes de más largo alcance e integra-
dores, enfocados a la angiogénesis1, 31, al trofismo
vascular26 y a la producción de transportadores de oxí-
geno, incluyendo hematíes8, 32. Un dato importante de
interpretación es que, si bien el HIF-1 ejerce el papel
principal en la inducción de estos genes, necesita ele-
mentos co-reguladores, cuyos sitios de unión al promo-
tor se distribuyen en el flanco del HRE donde se une el
HIF-1, incrementando su respuesta e incluso haciendo
posible la transcripción, que no ocurre en su ausencia.
Un ejemplo típico de esta circunstancia es el estímulo
por hipoxia de la expresión del gen de ET-1, que necesi-
ta de la acción mancomunada de HIF-1, AP-1, GATA-2,
y CAAT-binding factor (NF-1)33.
HIF-1, hipoxia y citoprotección: Sintetizando estos
apartados, la respuesta de HIF-1 es específica de la
hipoxia y del estímulo por factores de crecimiento. Esta
última vía se relaciona con la necesidad de proveer una
mayor oferta de oxígeno en tejidos en expansión celular.
En este punto cabe preguntarse si la célula responde a
la depleción energética de forma idéntica a la falta de
oxígeno. Los datos disponibles, si bien todavía insufi-
cientes, indican que el déficit de ATP, que podría ser
interpretado como un equivalente de hipoxia, no parece
estimular la activación de HIF-1, aunque sí en cambio la
de HSPs34, 35. De interés adicional, en modelos experi-
mentales en células tubulares renales (LLC-PK1), la
hipoxia no extrema no causa depleción de ATP, un dato
que refleja la eficiente adaptación de la producción ener-
gética ante la disminución de oxígeno34. No se han publi-
cado aún estudios similares en modelos con bloqueo de
HIF-1, pero su interés es obvio, ya que es probable que
HIF-1 sea en gran parte responsable de la citada efi-
ciencia.
Estos datos se relacionan con el apartado final, refe-
rido a posibilidades terapéuticas. En breve, las acciones
citoprotectoras abarcan a muchos tipos celulares y res-
puestas sistémicas. En este contexto, HIF-1 es un factor
transcripcional clave en una respuesta génica compleja,
desarrollada a múltiples niveles. A modo de ejemplos,
en experimentos en ratón, se ha observado que episo-
dios breves de hipoxia intermitente bastan para inducir
la producción de EPO, que a su vez protege al corazón
Fig. 3.– Genes transactivados por HIF-1. La distribución concéntrica se ha empleado a los fines
de visualizar la participación de genes ligados a adaptaciones celulares esenciales a la hipoxia
(centro) y mecanismos con diferente grado de integración sistémica (periferia). Abreviaturas:
ADM, adrenomedullin; ALD A y C, aldolase A and C; EG-VEGF, endocrine-gland-derived VEGF;
ENG, endoglin; ET1, endothelin 1; ENO1, enolase 1; EPO, erythropoietin; GLUT1, glucose
transporter 1; GAPDH, glyceraldehyde-3-p-dehydrogenase; HK 1 y 2, hexokinase 1 and 2; IGF2,
insulin-like growth factor 2; IGF-BP 1, 2 y 3, IGF-factor-binding-protein 1, 2 and 3; LDHA, lactate
dehydrogenase A; LEP, leptin; LRP1, LDL-receptor-related protein 1; MDR1, multidrug
resistance 1; NOS2, nitric oxide synthase 2; PFKL, phosphofructokinase; TGF-α, transforming
growth factor-α; TGF-β3, transforming growth factor-β3; TPI, triosephosphate isomerase, VEGF,
vascular endothelial growth factor.
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del daño apoptótico por isquemia-reperfusión; por el con-
trario, en animales que no expresan HIF-1, esta respuesta
no ocurre, no estimulándose la producción de EPO con
la hipoxia36. En diferentes tipos tumorales, HIF-1 se en-
cuentra marcadamente activado, y este estado se rela-
ciona con mayor agresividad del tumor. Más aún, otra
posible explicación, más indirecta, de los efectos de HIF-
1 sobre los tumores proviene de datos recientes, que
demuestran una elevación de HIF-1, con efectos protec-
tores, en las células endoteliales de tumores irradiados,
lo que aporta un nuevo abordaje de interpretación a los
posibles mecanismos de resistencia tumoral a la radio-
terapia37.
Aspectos clínicos: La expresión de HIF-1 y los genes
que regula, se han relacionado con múltiples circunstan-
cias ambientales y fisiológicas (altura, ejercicio, frío, ex-
posición al tabaco), como procesos patológicos. Hemos
seleccionado algunas situaciones de interés inmediato.
Enfermedad pulmonar crónica: En un ejemplo de
adaptación fisiológica, en la altura se ha observado un
aumento de expresión de HIF-1 tanto en nativos aclima-
tados crónicamente como en viajeros; este aumento se
acompaña de incremento de EPO y cambios en el mús-
culo esquelético, y especialmente en el número y activi-
dad de mitocondrias38. Este aumento de HIF-1, que es
útil para incrementar la capacidad transportadora de oxí-
geno, se acompaña de estimulación de mecanismos de
remodelado de la vasculatura, que llevan a mayor
hipertensión pulmonar. La hipoxia es un potente estímu-
lo para la producción por el endotelio pulmonar de ET-1,
un péptido capaz de inducir vasoconstricción y prolifera-
ción del músculo liso de los vasos pulmonares y VEGF,
un agente proliferativo y remodelante; ambos genes es-
tán relacionados con HIF-1. En contrapartida fisiológica,
ET-1 aumenta en la altitud de forma inversamente pro-
porcional a la saturación arterial de oxígeno y de manera
directamente proporcional con el aumento en la presión
sistólica de la arteria pulmonar39. Es de interés el estudio
del papel de genes dependientes de HIF-1 en otros me-
canismos relacionados con la hipertensión pulmonar,
como la inhibición del canal de potasio en los vasos
pulmonares, así como en la activación local de an-
giotensina II39. En la misma línea de evidencia, el síndro-
me de apnea obstructiva del sueño se acompaña de ni-
veles elevados de VEGF en sangre, en proporción al gra-
do de hipoxia; este dato proporciona una pista en la di-
rección de un posible incremento de HIF-1 y por consi-
guiente de otros genes potencialmente relevantes40.
El sistema de HIF-1 participa de la adaptación al ejer-
cicio, y especialmente de los cambios hipóxicos relacio-
nados con el mismo, favoreciendo el paso de la glucólisis
aerobia a la anaerobia. En este sentido, en animales a
los que se ha eliminado HIF-1, se observa ausencia de
acumulación de ácido láctico durante el ejercicio, con
disminución de la fatigabilidad y consiguiente uso mus-
cular excesivo y daño similar al encontrado en las distro-
fias musculares con alteración de la vía glucolítica41. De
interés especial, la glucólisis anaerobia mantiene los ni-
veles de ATP a pesar de la ausencia de producción
aerobia de energía. Este fenómeno es especialmente
importante en la isquemia/reperfusión, y depende de HIF-
1 y sus genes relacionados.
Patología tumoral: El crecimiento rápido de los tu-
mores determina que su incremento de tamaño no se
acompañe de un desarrollo vascular suficiente, lo que
genera zonas de hipoxia en el interior de la masa tumoral.
Esta hipoxia activa HIF-1 y éste a su vez pone en mar-
cha toda la familia de genes angiogénicos42, aumentan-
do la densidad y permeabilidad vascular, y por tanto el
crecimiento y propagación del tumor y, de gran interés,
en algunos casos la resistencia del mismo al tratamien-
to. Independientemente de la hipoxia, en algunos tumo-
res, como hemangioblastomas y carcinomas renales, la
activación de HIF-1 se relaciona con la inactivación fun-
cional del gen supresor VHL, lo que disminuye la degra-
dación y aumenta el HIF-1, aun en normoxia43, 44. Ade-
más, el hallazgo reciente de niveles altos de HIF-1 en
neoplasias como la leucemia aguda linfática, en la que
no existe aparentemente hipoxia, sugiere que la explica-
ción del aumento debe ser más compleja45.
Si bien el incremento de HIF-1 en los tumores es un
hecho demostrado, no se han desarrollado aún abordajes
terapéuticos basados en su bloqueo específico. Ahondan-
do un poco más, se desconocen las causas de por qué,
dentro de todos los genes dependientes de HIF-1, solo se
expresan con mayor intensidad algunos, un fenómeno que
debe estudiarse y que se relaciona con la presencia de
sitios co-reguladores de los efectos de la unión del HIF-1
al HRE. Un aspecto de interés extremo es el posible papel
de HIF-1 en la particular adaptación metabólica de los tu-
mores, en los que la glucólisis anaerobia no se inhibe en
presencia de formación de ATP por vía aeróbica; esta si-
tuación puede relacionarse en forma directa con el efecto
protector del HIF-1 sobre las células tumorales.
Shock hemorrágico: En el shock hemorrágico, el HIF-
1 se activa a nivel tisular, pero la información disponible
es todavía muy fragmentaria. En este tipo de shock existe
inducción de óxido nítrico sintasa (NOS), cicloxigenasa 2
(COX-2) y CD14, lo que aumenta la producción de óxido
nítrico (NO) y prostaglandinas. HIF-1 regula la inducción
de NOS durante la fase isquémica de este shock46, 47.
Anemia y eritropoyetina: HIF-1 es esencial en la
inducción fisiológica del gen de  EPO. Viendo esta rela-
ción desde el punto de vista del mecanismo global desa-
rrollado anteriormente, es notable que HIF-1 actúe sobre
al menos tres genes de importancia en cuanto al efecto
de la EPO: el de la transferrina, necesario para la oferta
de hierro a las células eritroides, el del VEGF, cofactor en
la estimulación de estas mismas células y el de la NOS2,
necesario para la producción de NO, que permite el
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mantenimiento de cifras normales de presión arterial du-
rante el efecto de la EPO, hasta el punto en que en rato-
nes transgénicos para EPO humana, la inhibición de NOS
provoca la muerte por complicaciones masivas cardio-
vasculares48.
En patología, individuos con mutaciones estimulatorias
de HIF-1 presentan policitemia familiar; del mismo modo,
la eritrocitosis paraneoplásica se ha asociado a muta-
ciones del gen VHL que afectan su interacción con HIF-
149. De especial interés, la EPO no solo tiene funciones
como regulador de la eritropoyesis, sino que participa en
diferentes mecanismos, entre otros la vascularización
retiniana y de la glándula mamaria, diferenciación de
adipocitos, maduración embrionaria de la cresta neural,
citoprotección neuronal, de miocardiocitos y de túbulos
renales en situaciones de isquemia/reperfusión50.
El mecanismo exacto por el cual aumenta la EPO en
la anemia humana no se ha dilucidado por completo; por
ejemplo, en las Unidades de Cuidados Intensivos, los
niveles de EPO pueden ser inapropiadamente bajos para
el grado de anemia; las razones no se conocen suficien-
temente, pero la insuficiencia renal es probablemente un
elemento significativo. En nuestro conocimiento, se ca-
rece de estudios acerca del HIF-1 de pacientes de cui-
dados intensivos51.
Enfermedad cardíaca: En la insuficiencia cardíaca
(IC), en un contexto parecido al que referimos en la en-
fermedad pulmonar crónica, existe aumento de ET-1, que
si bien tiene un efecto inotrópico positivo, en el largo pla-
zo favorece la hipertrofia miocárdica y la mala adapta-
ción. En la isquemia miocárdica, se han detectado au-
mentos de VEGF, relacionados con estimulación hi-
póxica52. Los niveles de VEGF en leucocitos expuestos
a hipoxia se correlacionan con el grado de formación de
colaterales que induce la isquemia coronaria in vivo53,
por lo que una disminución de la expresión de HIF-1/
VEGF inducidos por isquemia representaría un factor de
riesgo no descrito previamente. En este sentido, es de
prever que los desarrollos terapéuticos se dirigirán pro-
gresivamente a drogas que aumenten la activación de
HIF-1 o inhiban su degradación, como por ejemplo el re-
cientemente descrito PR39, péptido derivado de los
macrófagos que induce angiogénesis miocárdica54. Un
segundo aspecto de interés es el del papel de HIF-1 en
el pre-condicionamiento cardíaco ante la isquemia, en el
que tiene un papel relevante la síntesis de nuevas pro-
teínas en las primeras 24 h que siguen a un episodio
agudo, con particular referencia a la NOS2 en miocar-
diocitos y células endoteliales55. El HIF-1 es esencial en
esta inducción.
La anemia es un factor patogénico relevante en la IC,
cuyo origen está aún incompletamente dilucidado56. La
presencia de niveles elevados de EPO en pacientes con
IC hace probable que HIF-1 esté estimulado, pero no se
dispone aún de datos publicados en este sentido. Ac-
tualmente están en curso estudios, como el auspiciado
por la Red Cardiovascular del Instituto de Salud Carlos
III (Ministerio de Sanidad, España) acerca de la patogenia
de la anemia en la IC, que incluye medidas de HIF-1,
pero del que no se han comunicado aún resultados.
Ictus: En modelos de oclusión vascular en ratas, se ha
visto un incremento de la expresión de ARNm de HIF-1 en
la zona de penumbra o tejido viable circundante al infar-
to57. Esto coincide con la expresión de ARNm de otros
genes transactivados por HIF-1, como enzimas glucolíticas
y VEGF, que promueven la supervivencia neuronal58.
Tabaco/Humo: Algunos de los mecanismos de
carcinogénesis mediada por los hidrocarburos policíclicos
aromáticos, encontrados en el humo del tabaco y en la
contaminación urbana, así como la de las dioxinas, de-
pende de su unión al receptor aril hidrocarburo (AhR) y
su dimerización con ARNT, proteína que también dimeriza
con HIF-1α5. Por otra parte, la exposición al humo del
tabaco reduce la angiogénesis inducida por hipoxia, dis-
minuyendo la expresión de VEGF y HIF-1α, a través de
una desestabilización de HIF-1α por el monóxido de car-
bono (CO) producido en la combustión del cigarrillo. Esta
supresión de genes angiogénicos puede ser determinante
en los efectos del tabaco sobre la microcirculación, ha-
biéndose propuesto terapéuticas basadas en la adminis-
tración de vectores portadores de VEGF59. Sin embargo,
en un estudio en curso (Deudero JJP y González-
Pacheco FR, datos no publicados) no se han encontra-
do diferencias en la respuesta de HIF-1α hasta una se-
mana después de haberse interrumpido el uso del taba-
co en fumadores de más de 20 cigarrillos diarios.
Preeclampsia y crecimiento intrauterino retarda-
do: En la preeclampsia, existe un fallo primario del
trofoblasto para invadir el miometrio e inducir la
remodelación de las arterias espirales uterinas durante
la placentación. Esto provoca disminución de la perfu-
sión de la unidad uteroplacentaria, condicionando hipoxia
que activa HIF-1, promueve la expresión del factor de
crecimiento de transformación β3 (TGFβ3) y la síntesis
del receptor-1 soluble del VEGF (sVEGFR1)60, que blo-
quea al VEGF y empeora la perfusión de la placenta. En
este contexto, son posibilidades terapéuticas la inhibi-
ción de HIF-1/TGFβ3 con oligonucleótidos antisentido, o
la administración de VEGF.
En el crecimiento intrauterino retardado existe dismi-
nución de perfusión placentaria e hipoxia. IGFBP-1
(insulin growth factor binding protein-1) constituye un re-
gulador negativo de IGF y éste está inducido por la pre-
sencia de sitios HREs en el promotor del gen que le da
origen. IGFBP-1 está muy aumentado en sangre de cor-
dón umbilical de neonatos con retraso de crecimiento61.
Sobredosis de fármacos: La hipoxia estimula, a tra-
vés de HIF-1, la expresión de sub-unidades del citocromo
p450, como CYP3A6, influyendo por lo tanto en la capa-
cidad de neutralización y eliminación de drogas y pro-
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ductos tóxicos y de desecho metabólico durante la
hipoxia62.
Enfermedad inflamatoria intestinal: La sobreexpre-
sión de HIF-1 protege el epitelio colónico ante la inflama-
ción, mientras que la ausencia de HIF-1 produce el efec-
to contrario63.
Patología retiniana: En modelos animales, se ha
observado que la exposición a hiperoxia en el período
neonatal, determina regresión vascular e isquemia, fe-
nómenos similares a los descritos en la retinopatía de la
prematuridad y que se relacionan con alteraciones de la
expresión génica. Del mismo modo, se considera crucial
el papel de péptidos como el VEGF en la neovascu-
larización retiniana de la diabetes mellitus y otras
retinopatías proliferativas64-66. Este es uno de los cam-
pos en los que el progreso terapéutico puede ser más
acelerado, ya sea mediante incremento o inhibición de
HIF-1 y genes dependientes.
Heridas: El VEGF aumenta localmente durante la cu-
ración de heridas, involucrando un mecanismo mediado
por ROS67. En este contexto, la sobre-activación de la vía
de HIF-1 puede ser útil para incrementar la vascularización,
permeabilidad vascular y cicatrización en heridas donde
el VEGF no haya aumentado suficientemente.
La presente no es una revisión exhaustiva de los efec-
tos de HIF-1, pero intenta dar una visión de conjunto de
las circunstancias tan diversas en que este factor
transcripcional se halla implicado y de las extraordina-
rias posibilidades terapéuticas que ofrecen su bloqueo o
estimulación. En este sentido, HIF-1 representa el eje de
un mecanismo central con múltiples conexiones, por lo
que la intervención sobre el mismo puede ser un instru-
mento esencial en el control de múltiples situaciones pa-
tológicas.
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Succès et fragilité des antibiotiques
Mais, s'il fallait dater l'acte de naissance de l'antibiothérapie, on pourrait se risquer à proposer la
date du 16 juillet 1877. Ce jour-là à l'Académie des Sciences, Louis Pasteur signait avec Jules François
Joubert une longue communication sur le vibrion septique et la bactérie charbonneuse. Ils démontraient
ainsi l'antagonisme naturel de ces deux espèces bactériennes: "Le développement de la bactérie ne
peut avoir lieu que de manière très pénible quand elle est en présence d'autres organismes
microscopiques [...]. Chez les êtres inférieurs plus que dans les grandes espèces animales et végétales,
la vie empêche la vie". Pasteur avait démontré que la croissance d'une espèce bactérienne pouvait
être inhibée par certaines autres bactéries.
Exito y fragilidad de los antibóticos
[...] Pero, si hubiera que dar la fecha del nacimiento de la antibióticoterapia, se podría arriesgar a
proponer el 16 de julio de 1877. Ese día, en la Academia de Ciencias, Louis Pasteur presentó con
Jules François Joubert una larga comunicación sobre el vibrión séptico (Clostridum perfrigens) y la
bacteria carbonosa (Bacillus anthracis). Ellos mostraban así el antagonismo natural de estas espe-
cies bacterianas: "La bacteria sólo puede desarrollar muy difícilmente cuando está en presencia de
otros organismos microscópicos [...]. En los seres inferiores más que en las grandes especies anima-
les y vegetales, la vida impide la vida". Pasteur había demostrado que el crecimiento de una especie
bacteriana podía ser inhibida por ciertas otras bacterias.
François Chast
Histoire contemporaine des médicaments. Paris: La Découverte/Poche, 1995, p 238
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Transcriptional regulationof vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) is critically dependent on hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1). However, not only hypoxia, but selected growth factors
can induceHIF-1.High levels of bothVEGFandHIF-1 coexist in
certain conditions, e.g. tumors. Nonetheless, the possibility that
the stimulatory relationship between HIF-1 and VEGF may be
bi-directional has not been addressed up to date. The present
study in endothelial cells analyzed whether HIF-1 is regulated
by a product of its own transcriptionally activated genes,
namely, VEGF. As a main finding, VEGF-A165 induced the
increase of HIF-1 mRNA and HIF-1 protein and nuclear
translocation. Autologous endothelial cell VEGF mRNA and
protein were also increased upon exposure to exogenous VEGF.
The signaling implication of reactive oxygen species was exam-
ined by comparisonwithH2O2 and hypoxanthine/xanthine oxi-
dase and by the superoxide dismutase mimetic, MnTMPyP, the
Rac1-NAD(P)H oxidase complex inhibitor, apocynin, transfec-
tion of a dominant negative Rac1 mutant, and transfection of a
p67phox antisense oligonucleotide. Superoxide anion, largely
dependent on Rac1-NAD(P)H oxidase complex activity, was the
critical signaling element. The transductional functionality of
the pathway was confirmed bymeans of a reporter gene flanked
by a transcription site-related VEGF sequence and by quantita-
tive PCR. In summary, the present results reveal a previously
undescribed action of VEGF on the expression of its own tran-
scription factor, HIF-1, and on VEGF itself. This effect is prin-
cipally mediated by superoxide anion, therefore identifying a
new, potentially relevant role of reactive oxygen species inVEGF
signaling.
Angiogenesis is a principal component of physiologic vascu-
lar remodeling. However, it is also a major mechanism in dis-
eases as diverse as tumor neovascularization, proliferative reti-
nopathies, or chronic ischemia. VEGF2 familymembers are key
mediators of the angiogenic process. In EC, VEGF-A165 binds
to two main tyrosine kinase receptors, i.e. VEGF receptor 1
(VEGFR1) and VEGF receptor 2 (VEGFR2), activating a host of
mechanisms, including proliferation, chemotaxis, and perme-
ability and increasing the expression of numerous proteins (1).
In addition to its function as amitogen,VEGFhas ECprotective
properties which result in enhanced survival and resistance (2,
3). This VEGF-induced protection is effective against different
noxious stimuli, including serum deprivation, oxidative chal-
lenge, calcineurin binding drugs, and cytoskeletal disruption
(4).
Even though VEGF expression is regulated by a number of
stimuli, hypoxia is the principal trigger to increase VEGF gene
transcription. This increment is mainly mediated by a special-
ized transcription factor, HIF-1 (5). HIF-1 is a heterodimer
composed by two subunits (HIF-1 andHIF-1) with apparent
molecular masses of 120–130 and 91–94 kDa, respectively (6).
The mRNA of both subunits is expressed constitutively, albeit
in variable amounts. However, HIF-1 protein andHIF-1 activ-
ity are only detectable in cells exposed to hypoxia (7).
Recently, several growth factors and cytokines have also been
reported to induce HIF-1 protein synthesis andHIF-1 activity
in normoxia (8–14). Themajor signaling pathways identified as
contributing to the HIF-1 induction by these growth factors
include phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (protein kinase B)
and Ras/MAPK/phosphatidylinositol 3-kinase (MEK) (10, 11,
14–16). In these circumstances the transactivated HIF-1 leads
to increased VEGF synthesis and/or protein stabilization,
therefore amplifying the angiogenic signal. The limits and
potential importance of this type of HIF-1 activation have not
yet been accurately appraised.
Among their numerous effects, ROS participate in activation
pathways for redox-sensitive transcription factors mainly
through protein tyrosine phosphorylation (17–19). Among
these activations, that of HIF-1 is singularly relevant. In addi-
tion, the interaction of certain growth factors with their tyro-
sine kinase receptors leads to ROSproduction. ROS act as ubiq-
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uitous intracellular messengers, e.g.O2. , and H2O2 in mitogenic
and cytoprotective responses (20–23). In terms of mechanism,
the main pathway of receptor tyrosine kinase-mediated ROS
production involves the Rac1-NAD(P)H oxidase-like mem-
brane complex (24–27). Colavitti et al. (28) have demonstrated
the effect of VEGF-induced ROS production as a downstream
angiogenic signal, which is conveyed through theVEGFR2 (29).
Taking into account the aforementioned role of Rac1-
NAD(P)H oxidase complex as amain source of ROS in vascular
tissue (30) as well as the capability of VEGF for signaling
through ROS and the described effect of ROS in HIF-1 activa-
tion, the hypothesis was raised that the products of HIF-1-acti-
vated genes, e.g.VEGFor erythropoietin,may act on the expres-
sion ofHIF-1 itself. A series of experiments has been performed
to examine this hypothesis and to clarify the signaling mecha-
nisms involved. The potential importance of the pathway we
examined herein can be traced to an ample setting of non-hy-
poxic inflammatory conditions and to neoplastic cells.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cell Culture—Bovine aorta ECwere obtained, cultured up to
confluence, and characterized as previously described (31).
These cells, named simply as EC throughout the manuscript,
were used between the second and fifth passages. Under these
conditions, EC response has been tested by growth rate assays
in the presence of recombinant humanVEGF-A165 (henceforth
designed as VEGF) (31, 32).
Experimental Maneuvers—After 24 h of depletion in mini-
mum essential medium/D-Val without calf serum, cells were
incubated for different times with VEGF (R&D Systems, Min-
neapolis, MN), darbepoetin  (AranespNR), a gift of Amgen SA
(Barcelona, Spain), or erythropoietin (EprexNR), a gift of Jans-
sen-Cilag (Madrid, Spain).When indicated, ECwere pretreated
with specific drugs or their vehicles for 30min.Drugs usedwere
the NAD(P)H oxidase inhibitor, apocynin (1 mM), the cell-per-
meable superoxide dismutasemimetic,MnTMPyP (25M), the
p38MAPK inhibitor, SB203580 (20M) (Calbiochem), the JNK
inhibitor, dicumarol (20 M), the p42/p44 MAPK inhibitor,
PD98059 (100 M), and the phosphatidylinositol 3-kinase
inhibitor, wortmannin (400 nM) (Sigma-Aldrich). The nitric-
oxide (NO) synthase inhibitor L-NAME (400 nM, Sigma-Al-
drich) was used to study NO and peroxynitrite (ONOO)
implication. Protein synthesis was inhibited by cycloheximide
(CHX, 10g/ml), CoCl2 was used as an hypoxic equivalent, and
HX (2 mM)/XO were used as donors of O2. (Sigma-Aldrich).
The efficacy of H2O2 exposure in this system has been previ-
ously checked by electrophoretic mobility shift assay of NFB.
Protein Extraction—After the different treatments, the EC
werewashed and scrapped in 1ml of cold PBS.Cytoplasmic and
nuclear proteins for Western blots were extracted using the
method described by Schreiber et al. (33) and quantified by
Coomassie Plus Protein Assay Reagent method (Pierce).
Extraction buffers contained 0.5 mM phenylmethylsulfonyl flu-
oride, 1 mM dithiothreitol, and 2.5 g/ml aprotinin, pepstatin
A, and leupeptin.
Western Blot Analysis—Proteins (30 g) were electro-
phoretically separated by SDS-PAGE and transferred to nitro-
cellulose (Trans-Blot TransferMedium, Bio-Rad). Loading and
transfers were verified by staining with Ponceau S Solution
(Sigma-Aldrich). Blocked membranes were incubated with
blocking buffer containing mouse mAb anti-HIF-1 (1:250,
4 °C, overnight, BD Transduction Laboratories) or mousemAb
anti--tubulin (1:2000, 4 °C, overnight, Sigma-Aldrich) then
with blocking buffer containing goat mAb anti-mouse HRP-
conjugated (1:6000, Bio-Rad) and revealed using the ECL sys-
tem and exposed to Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences).
Quantifying of ECL images was done using ImageJ software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD).
Plasmids and Transfections—For expression vectors a dom-
inant negative mutant of Rac1 (pcDNA3-Rac1N17) was trans-
fected and overexpressed to inhibit superoxide production
dependent from Rac1-NAD(P)H oxidase. This vector was
kindly provided by Dr. Alberto Mun˜oz (Instituto de Investiga-
ciones Biome´dicas de Madrid). A pcDNA3-empty vector was
used as the control.
Antisense Oligonucleotide for p67phox—Antisense or sense
oligonucleotides for the Rac1-NAD(P)H oxidase complex pro-
tein, p67phox (antisense oligonucleotide, 5-CGGCCAGGGA-
CATGGTCAGG-3; sense oligonucleotide, 5-CCTGACCAT-
GTCCCTGGCCG-3 (Metabion, Martinsried, Germany))
were added to primary bovine aorta EC at a 2M concentration
and incubated for 72 h before treatment with 40 ng/ml VEGF
for 6 h. Sense oligonucleotide was used as control.
Detection of O2. Production by Dihydroethidium—After 24 h
of serum deprivation, confluent EC cultured in poly-L-lysine-
coated coverslides (BDBiosciences) were treatedwith 40 ng/ml
VEGF or vehicle for 1 h and thereafter incubated with 10 mM
dihydroethidium (Calbiochem). After that, EC were washed
twice with cold PBS and fixed withMerckofix (Merck). To esti-
mate the amount ofO2. production, confluent ECwith the same
treatment as just described were incubated in the presence of
the O2. -generating system, HX/XO. Fluorescence of the oxi-
dized form of dihydroethidium, i.e. ethidium, was measured
using an Infinite F200 fluorometry system (Tecan Ibe´rica, Bar-
celona, Spain). Images were obtained using a fluorescence
microscope (Nikon,Madrid, Spain). Quantifying of images was
done using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD).
Reporter Plasmids—The reporter construct VEGF-luc was
kindly provided by Dr. Gregg Semenza (John Hopkins Hospi-
tal). This construct contains the human VEGF sequence from
2274 to 379 relative to the transcription initiation site (5)
ligated into the KpnI-MluI sites of pGL2-Basic (Promega Bio-
tech Ibe´rica, Madrid, Spain), a firefly luciferase reporter vector.
Cells were co-transfected with each reporter construct (VEGF-
luc and pGL2-Basic) and the renilla luciferase vector pRL-CMV
(Promega Biotech Ibe´rica) stimulated with or without VEGF
(40 ng/ml) or XO (2.5 milliunits/ml) for 12 h and then treated
with active lysis buffer according to the Dual-Luciferase assay.
The results were expressed as relative luciferase activity.
Transient Expression Assays—Transient expression of EC
was carried out usingCaCl2method. Briefly, the ECwere grown
to near confluence (80–90%). The optimal transfection was
achieved at aCaCl2 toDNA ratio of 6.5mM to 10g/ml, respec-
tively. For the reporter assays the DNA quantities were 0.1 and
10 g/ml for pRL cytomegalovirus and VEGF-luc/pGL2-Basic,
respectively. The CaCl2-DNA complex was performed in HBS
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buffer (21 mM HEPES, 0.14 M NaCl, 5.5 mM D() glucose, 50
mM KCl, 1.32 M Na2HPO4 at pH 7.1). The transfection mix
remained during an additional time of 6 h; hence, cells were
washed with PBS  2, and growth medium was added until
confluence (24–48 h). Cell stimulations were performed as
described. To evaluate transfection efficiency, all assays were
also transfected using pEGFP-N1 vector (BD Biosciences).
Transfection efficiency was more than 50% in all cases.
RNA Isolation and Quantitative Reverse Transcription-
PCR—RNA was extracted using the Tripure Isolation Reagent
(Roche Diagnostics) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Total RNA was extracted at 6, 12, and 24 h after treat-
ments based on previous studies in our laboratory. One g of
total RNA from each sample was retrotranscripted to cDNA
(Improm-II reverse transcriptase; Promega). 1–3 l of cDNA
samples were used as the template for amplification reactions
carried outwith the LCFast StartDNAmaster SYBRGreen I kit
(Roche) following the manufacturer’s instructions. PCR ampli-
ficationswere carried out in a LightCycler System (RocheDiag-
nostics), and data were analyzed with LightCycler software 3
Version 3.5.28 (Idaho Technology Inc., Salt Lake City, UT). For
analysis purposes, the amplicon for each of the analyzed genes
was cloned, and known amounts of the cloned product were
used to generate a standard curve. The number of copies of the
gene of interest in each sample was extrapolated from the cor-
responding standard curve by the indicated software. For each
sample, duplicate determinations were made, and the gene
copy number was normalized by the amount of -actin. The
primer pairs used in this study are reported elsewhere (35).
Immunofluorescence Assay—EC were grown and treated on
Falcon Culture Slides (BD Biosciences) and were washed 5
with PBS and fixed with Merckofix (Merck). Fixed cells were
permeabilized with 0.2% (v/v) Triton X-100 in PBS (15 min),
washed, and incubated in blocking buffer for 1 h (PBS with 1%
bovine serum albumin). Slides were incubated overnight with
mouse mAb anti-VEGF primary antibody (1:500). Slides were
thenwashed and incubatedwith goatmAb anti-mouse coupled
to FITC (1:2000) for 2 h (both, Sigma-Aldrich). Propidium
iodide (Sigma-Aldrich) was added (45 min, 50 ng/ml) for visu-
alization of the cell nucleus. Images were obtained using a Con-
focal System TCS SP20 (Leica, Madrid, Spain). Quantifying of
images was done using ImageJ software (National Institutes of
Health).
Statistics—Results are expressed as the mean  S.D. Unless
stated otherwise, values correspond to a minimum of five
experiments done by triplicate. When applicable, Student’s t
test or analysis of variance were used to compare variables.
Fisher and Scheffe tests for multiple comparisons were used to
determine the p value, which was considered significant at 
0.05. The statistic analyses were performed with the Windows
SPSS 10.0 package (SPSS Inc. Chicago, IL).
RESULTS
VEGF Increases Nuclear HIF-1 Protein in a Time- and
Concentration-dependent Manner—EC were incubated under
different experimental conditions, and cytoplasmic andnuclear
extracts were loaded according to protein quantization. As can
be seen in Fig. 1A, only trace levels of HIF-1 could be detected
in the nuclear extract of untreated EC. VEGF (40 ng/ml) treat-
ment increased nuclear HIF-1 protein in a time-dependent
manner (Fig. 1A), reaching the maximum level after 6 h. At all
the time points assessed, HIF-1 protein was undetectable in
the cytoplasmic extract. Nuclear HIF-1 increased in the pres-
ence of VEGF in a concentration-dependent manner (Fig. 1B).
An additional experiment was performed to ascertain whether
a selective ligand of VEGFR1, i.e. placental growth factor
(PlGF), was able of inducing an increase of HIF-1. As can be
observed in Fig. 1C, PlGF increased nuclear HIF-1 protein. Of
importance, the concentration-response curve of PlGF was
rightward shifted with respect to that of VEGF (p  0.01).
Because VEGF binds to both types of receptors, whereas PlGF
binds only to VEGFR1, the difference between the concentra-
tion-response curves of both agents suggests that the two types
of VEGF receptor are involved in the response.
To test whether the effects observed with VEGF were shared
by the product of another HIF-1 transcriptionally activated
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FIGURE1.Cytoplasmic andnuclearHIF-1protein levels in ECafter expo-
sure during different concentrations of VEGF during different times.
A and B are Western blots from cytoplasmic (HIF-1 CE) and nuclear (HIF-1 NE)
extracts, whereas C and D are from nuclear extract. Each image is represent-
ative of at least five experimentswith similar results.A, nuclear HIF-1protein
level is increased in a time-dependentmanner. ECwere stimulatedwith VEGF
(40 ng/ml) for the indicated times (p 0.01 from 6 to 24 h). B, nuclear HIF-1
protein is increased in a concentration-dependent manner. EC were stimu-
lated with different VEGF concentrations (ng/ml) for 6 h. Control (-) corre-
spond to untreated cells (p 0.05 for 10 ng/ml and p 0.01 for 20, 40, and 80
ng/ml). -Tubulin protein level was used as quantification and Western blot
loading control. C, PlGF increases nuclear HIF-1 protein. EC were stimulated
with different concentrations of PlGF for 6 h.D, erythropoietin (EPO) does not
increase nuclear HIF-1 protein level. EC were stimulated with different con-
centrations of erythropoietin for 6 h. A similar absence of effect was found
with darbepoetin (data not shown).
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gene, similar experiments were performed using erythropoiet-
ic-stimulating agents (ESAs), namely, darbepoetin and erythro-
poietin (both at final concentrations equivalent to 50, 100, and
200 units/ml of erythropoietin). These experiments revealed no
effects of the ESAs on HIF-1 protein levels (Fig. 1D).
Superoxide and Rac1 Are Necessary for VEGF-induced
HIF-1 Protein Increase—At a first glance and based on the
known regulation of HIF-1 protein, none of the more com-
monVEGF-induced signaling pathways appeared as a probable
regulator of HIF-1 increase. However, two facts were already
known. First, according to the literature (36) and our owndata,3
VEGF is capable of inducing ROS production and ROS-
dependent NFB activation; second, HIF-1 synthesis can
putatively augment by using a ROS-related signaling pathway
(12, 37, 38). Accordingly, our analysis was focused on the inves-
tigation of whether ROS were involved in the increased VEGF-
induced HIF-1 expression. With this purpose we first exam-
ined the effect of both exogenously added H2O2 and O2. for 6 h.
As shown in Fig. 2A, no effect on HIF-1 protein level was
observed within the range of 2–250 MH2O2. On the contrary,
a clear-cut effect of O2. was found with the HX/XO system. In
these conditions, HIF-1 protein levels were directly propor-
tional to O2. production. Of note, because a saturating HX con-
centration (2 mM) was used, O2. generation by the HX/XO sys-
tem was dependent on XO concentration. Based on this
background, we further investigated the participation of O2. in
VEGF-induced HIF-1 increase. The main source of O2. in EC
in conditions of normal aerobic metabolism are the oxidases of
the Rac1-NAD(P)H complex (36). Therefore, EC were incu-
batedwithVEGForHX/XO in the presence or in the absence of
the non-scavenging, specific Rac1-NAD(P)H oxidase complex
inhibitor, apocynin (1 mM), and the cell-permeable superoxide
dismutase mimetic, MnTMPyP (25 M). As shown in Fig. 2B,
apocynin completely blocked VEGF- but not HX/XO-induced
HIF-1 increase, whereas MnTMPyP completely blocked both
stimuli. Additionally, we determined whether NO or ONOO
formed from NO  O2. were implicated in the VEGF- and
HX/XO-induced HIF-1 protein increase. With this purpose,
ECwere also incubatedwith the nitric-oxide synthase inhibitor,
L-NAME (400 nM). No effect of L-NAME was detected in
VEGF-treated EC, but a small one could be observed when
treated with HX/XO (Fig. 2B).
The effects of apocynin gave us an important clue about the
participation of Rac1-NAD(P)H. Therefore, to provide a spe-
cific confirmation of its role inVEGF-increasedHIF-1 protein
level, EC were transfected with a dominant negative mutant of
Rac1. As shown in Fig. 2C, expression of a negative formof Rac1
is enough to abolish the VEGF effect on HIF-1 increase. With
the purpose of ruling out the remote, albeit real, possibility that
the effect of Rac1 inhibition might have been independent of
NAD(P)H, EC were transfected with a p67phox antisense oli-
gonucleotide. This antisense oligonucleotide also blocked the
VEGF effect (Fig. 2, D and E). Collectively, this set of results
supports that theRac1-NAD(P)Hoxidase complex is involvedand
necessary in VEGF signaling on HIF-1 and that O2. acts as a sec-
ond messenger of VEGF in the induction of HIF-1 protein
increase.This effect appears tobemoreprobably related toadirect
action of O2. itself rather than bymeans of ONOO formation.
VEGFs Increase O2. Production in EC—To confirm O2. pro-
duction by VEGF, we labeled EC with the cell-permeable mol-
ecule, dihydroethidium. Two different experiments were car-
ried out with this method, both based on the capability of
dihydroethidium to react specifically with O2. , producing
ethidium, which has different fluorescent properties than dihy-
3 J. J. P. Deudero, C. Caramelo, M. C. Castellanos, F. Neria, R. Ferna´ndez-
















































































All figures are Western blots from nuclear extracts. A, O2
. but not H2O2 has
effect on nuclear HIF-1 protein levels. EC were treated with increasing H2O2
(2, 10, 50, and 250M) or XO (0.5, 2.5, 5, 12.5 milliunits/ml) concentrations for
6 h. HXwas used at 2mM. B, inhibitory effects on nuclear HIF-1protein levels
of apocynin andMnTMPyP. Apocynin (1mM), MnTMPyP (25M), and L-NAME
(400 nM) were added 30 min before VEGF (40 ng/ml) or XO (2.5 milliunits/ml)
exposure and maintained for the 6 h of the experiment. The ECL images cor-
respond to the same experiment and samegel. Therefore, time of exposure is
the same. C, Rac1 is necessary for VEGF-related HIF-1 protein increase. Cells
were transfected and overexpressed with a dominant negative mutant of
Rac1 (pcDNA3-Rac1N17). pcDNA3empty vectorwas used as control.D, expo-
sure to 2 M p67phox antisense (AS) oligonucleotide (72 h) reduces p67
expression. S, sense. E, p67 is necessary for VEGF-related increase of HIF-1
protein. 2 M p67phox during 72 h antisense oligonucleotide blocks HIF-1
increase. and indicate the presence or absence of corresponding vector,
oligonucleotide, or stimuli. The results shown correspond to one representa-
tive set of experiments of four or five yielding similar results.
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droethidium. Therefore, ethidium formation depends of O2.
levels. On the first experiment, we detected ethidium forma-
tion, i.e. O2. production, by means of fluorescent microscopy
(Fig. 3, A and B). On the second experiment, we analyzed
ethidium/O
2
. production by using a fluorescence detector (Fig.
3C). On the first experiment, cells
were fixed after VEGF exposure; on
the second experiment, fluorescent
detection was carried out in real
time, whereas EC were stimulated
alive on culture wells. In both
cases, VEGF exposure (40 ng/ml)
increased ethidium fluorescence,
and the cell-permeable superoxide
dismutase mimetic MnTMPyP (25
M) abolished this effect. In set-
ting-up studies, we ruled out the
existence of a fluorescence quench-
ing by MnTMPyP.
VEGF and ROS-induced HIF-1
Protein Increase Requires JNK, p38,
and Phosphatidylinositol 3-kinase/
Akt Activity—A number of proteins
could be theoretically involved in
VEGF signaling on HIF-1. To test
the participation of the main path-
ways possibly implicated in the
process, we tested the role of phos-
phatidylinositol 3-kinase/Akt, JNK,
and MAPKs. For this purpose, EC
were pretreated with specific
inhibitors of phosphatidylinositol
3-kinase/Akt (wortmannin), JNK
(dicumarol), and MAPKs, namely,
p38 (SB203580) and p42/44
(PD98059), and then stimulated
with VEGF or HX/XO. As shown in
Fig. 4A, blockade of all the kinases,
except p42/p44, markedly inhib-
ited the effects of both VEGF and
HX/XO signaling on HIF-1
increase. Based on these screening
findings, we analyzed VEGF capa-
bility to activate JNK, p38, and Akt
by assessing the status of their phos-
phorylated forms after VEGF expo-
sure. As shown in Fig. 4B, VEGF
increased JNK and p38 phosphoryl-
ation after 30 min of stimulation,
with an apparent peak at about 60
min. Akt phosphorylation was
already detected in the earliest
sample (1 min), but no increase
was evident under the effect of
VEGF (Fig. 4B).
VEGF Does Not Affect HIF-1
Protein Degradation but Increases
HIF-1 mRNA Levels Using O2. as
an Intracellular Mediator—The findings mentioned above
prompted us to study the mechanism of VEGF-related
HIF-1 protein increase. HIF-1 half-life was assessed by
comparing HIF-1 signal as induced by either CoCl2 or










































































































FIGURE 3. A, fluorescence microscopy images of dihydroethidium-labeled EC. The red color corresponds to
ethidium fluorescence as results from dihydroethidium oxidation by superoxide anion. EC were stimulated
with VEGF or XO in the presence or absence of specific inhibitors during 1 h. 1, non-stimulated cells; 2, 2.5
milliunits/ml XO treatment; 3, 40 ng/ml VEGF treatment; 4, 25 M MnTMPyP treatment; 5, XO treatment in
presence of MnTMPyP; 6, VEGF treatment in presence of MnTMPyP. B, relative quantification of fluorescence
microscopy images shown in A. 1, non-stimulated cells; 2, 2.5 milliunits/ml XO treatment; 3, 40 ng/ml VEGF
treatment; 4, 25 M MnTMPyP treatment; 5, XO treatment in presence of MnTMPyP; 6, VEGF treatment in the
presence of MnTMPyP. C, relative fluorescent quantification of dihydroethidium oxidation to ethidium. EC
labeledwith dihydroethidiumwere stimulated for 1 hwith vehicle (basal) or 40 ng/ml VEGF in the presence or
in the absence of the superoxide dismutase mimetic, MnTMPyP (25 M). Measurements were obtained at
different times. **, p 0.001 of the curve with respect to the vehicle; *, p 0.05 with respect to the vehicle.
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CHX. CoCl2 was used as a hypoxia-mimetic, acting as a pos-
itive control of inhibited HIF-1 degradation (39). In EC
treated with CoCl2 (50 M) for 6 h, HIF-1 levels remained
more stable 60 min after protein synthesis blockade with
CHX. In contrast, after VEGF treatment (40 ng/ml, 6 h),
HIF-1 protein levels were rapidly decreased to base line in
less than 30 min (Fig. 5A).
Further experiments were conducted to analyze the mecha-
nism of HIF-1 increase by VEGF. Accordingly, the HIF-1
mRNA production strongly increased after VEGF or HX/XO
stimulus (for 6, 12, and 24 h); on the contrary, no changes were
observed with CoCl2 (Fig. 5B) The next studies, done by chal-
lenging ECwith VEGF orHX/XO for 12 h, showed that a VEGF
and HX/XO-related HIF-1 mRNA increase was markedly
reduced in the presence of apocynin (1 mM) or MnTMPyP (25
M) (Fig. 5C).
VEGF Promoter Activity, mRNA, and Protein Levels Are
Increased after VEGF Treatment—With the aim of analyzing
the transductional functionality of the VEGF-HIF-1 pathway,








































FIGURE 4. A, inhibitory effect on nuclear HIF-1 protein levels by dicumarol
(20 M), SB203580 (20 M), wortmannin (400 nM), and PD98059 (100 M). A
HIF-1 Western blot from EC nuclear extract is shown. EC were incubated
with the inhibitors 30 min before the addition of VEGF (40 ng/ml) or XO (2.5
milliunits/ml) and maintained for the 6 h of the experiment. B, phosphoryla-
ted (p)-JNK, p-p38, and p-Akt Western blot from EC total extract. EC were
stimulated with 40 ng/ml VEGF for 1, 5, 15, 30, 60, and 180 min. Non-phos-
phorylated forms of JNK, p38, and Akt were used as Western blot loading
control. Images of ECL correspond to the same experiment; therefore, time of
exposure is the same. The results showncorrespond toone representative set























































































































FIGURE 5. HIF-1 protein half-life and mRNA transcription analysis.
A, HIF-1protein is rapidly degraded after CHX treatment in VEGF-stimulated
but not in CoCl2-stimulated EC. A Western blot of HIF-1 from EC nuclear
extract is shown. ECwere stimulatedwithVEGF (40ng/ml) or CoCl2 (50M) for
6 h. At 6 h CHX (10g/ml) was added for the indicated times without remov-
ing the previous stimulus. The experiment shown is one of three yielding
similar results. Thedensity valuesof theproteinbandswerenormalized to the
time 0 signal and expressed as percentage. B, HIF-1mRNA is increased after
VEGF or XO treatment but not with CoCl2. EC were stimulated with VEGF (40
ng/ml), XO (2.5milliunits/ml), or CoCl2 (100M) for 6, 12, and 24 h. TheHIF-1
mRNA transcription level was analyzed by quantitative reverse transcription-
PCR. *, p 0.05; **, p 0.01. C, VEGF and XO-related HIF-1mRNA increase
was markedly reduced in presence of 1 mM apocynin or 25 MMnTMPyP (12
h). *, p 0.05, between VEGF and XO treatment alone or in the presence of
apocynin or MnTMPyP.
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intracellularmediator, O2. , are able of increasing VEGF levels in
EC. As shown in Fig. 6A, exogenous VEGF (40 ng/ml) induced
VEGF promoter activity. This inductionwas eliminated or con-
siderably decreased by using the non-scavenging, specific Rac1-
NAD(P)H oxidase complex inhibitor apocynin (1 mM) and the
cell-permeable superoxide dismutase mimetic, MnTMPyP (25
M). In the same way, both VEGF and XO stimulus increased
VEGF mRNA expression in quantitative reverse transcription-
PCR assays (Fig. 6B). This expression reached its maximum
after 12 h of VEGF treatment and was blocked in the presence
of apocynin (1 mM) or MnTMPyP (25 M) (Fig. 6C). In agree-
ment with this finding, VEGF protein was assessed by confocal
microscopy. A clear-cut increase was detected after 24 h of
VEGF treatment (40 ng/ml); this increase was significantly
reduced in the presence of apocynin (1mM) andMnTMPyP (25
M) (Fig. 7). It should be noted that the marked reduction of
VEGF green signal in cells having exogenous VEGF added in
the presence of apocynin andMnTMPyP (subsets 7 and 8 of Fig.
7A) practically rules out the possibility that the fluorescent
VEGF signal observed in other subsets, e.g. 4, was due to exog-
enous VEGF.
DISCUSSION
The main outcome of the present study is the detection of a
strong stimulation by VEGF on its leading transcriptional fac-
tor, HIF-1, and also on its own expression. Even though effects
of other growth factors on HIF-1 activation have been previ-
ously recognized, to the best of our knowledge the present is the
first evidence showing this type of effect with VEGF. A cardinal
feature of the present investigation is that VEGF exerts its stim-
ulating action onHIF-1 in the absence of hypoxia; furthermore,
our results link theVEGF effect onHIF-1 toO2. . Both pieces of
information reveal the existence of a positive feedback of VEGF
on HIF-1, which can putatively operate in inflammatory and
high VEGF production conditions, namely, malignant tumors.
The effects of VEGF appear to be conveyed through both
VEGFR1 and VEGFR2 receptors, as judged by comparing the
effects of PlGF and VEGF.
The study contains additional new elements. First, the fact
that autologous VEGF mRNA and VEGF protein are induced
after EC exposure to exogenousVEGF supports the observation
that the increase in HIF-1 is functionally meaningful in terms
of transactivation of the VEGF gene. However, the possibility
exists, albeit with low probability, of HIF-1-independent
effects. This hypothetic point is beyond the scope of the present
investigation, and additional studies will be needed.
Specifically aimed experiments provided complementary
information on themechanisms by which VEGF induces HIF-1
activation. The effect of VEGF on HIF-1 did not imply a signif-
icant inhibition of HIF-1 degradation but an increase in its
synthesis. This increment is timely related to an increased
HIF-1mRNA, therefore tracing this effect to up-regulation of
HIF-1 gene expression. As aforementioned, the mechanisms
found herein have similarities to those described for the
increase of HIF-1 induced by other growth factors; however,
our results add new information, disclosing increased HIF-1
gene expression upon VEGF challenge. Collectively, this group
of findings provides further support to the existence of substan-
tial differences in HIF-1 activation pathways by either growth
factors or hypoxia (11, 12, 14, 16, 40).
The circumstance that O2. has a critical role as a secondmes-
senger, leading to HIF-1 increase by VEGF, opens a new
source of interpretation about VEGF signaling process. Stimu-
lation of superoxide production by VEGF has been previously
shown by other groups (26, 41–43). However, the conse-
quences of this stimulation in the present experimental setting
appear to be rather specific. In fact, the effects of superoxide on
HIF-1 are not shared by H2O2. Furthermore, inhibition by the
non-scavenging Rac1-NAD(P)H oxidase complex inhibitor,
apocynin, supports that Rac1-NAD(P)H oxidase complex is the
main source of O2. in this signaling pathway. Of practical inter-
est, apocynin is increasingly used in experimental therapeutics
(44, 45), therefore leaving open the possibility of a relatively
simple practical application of the present findings. Further
assessment of themeaning of the apocynin results was obtained
bymeans of experiments with transfection of the Rac1 negative
form. In this regard, because Rac1may be putatively involved in
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FIGURE 6. VEGF promoter activity; VEGFmRNA studies. A, VEGF promoter
activity is increased after VEGFexposure, as assessedby luciferase assayusing
the reporter construct VEGF-luc. After co-transfection with VEGF-luc and the
renilla luciferase vector, EC were stimulated with VEGF (40 ng/ml). Promoter
activity wasmarkedly reduced in the presence of apocynin (1mM) or MnTMPyP
(25 M). *, p  0.05; **, p  0.01 between VEGF treatment alone or in the
presence of apocynin or MnTMPyP. B, VEGF mRNA is increased after VEGF or
XO exposure. EC were stimulated with VEGF (40 ng/ml) or XO (2.5 milliunits/
ml) for 6, 12, or 24 h. VEGF mRNA was analyzed by quantitative reverse tran-
scription-PCR; *, p  0.05. C, VEGF-related and XO-related VEGF mRNA
increase was markedly reduced in the presence of 1 mM apocynin or 25 M
MnTMPyP (12 h). *,p 0.05 betweenVEGF andXOaloneor in thepresence of
apocynin or MnTMPyP.
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other cellular pathways (46), a specifically aimed experiment
was performed which demonstrated by similarity of effects by a
transfected p67phox antisense oligonucleotide that the effects
obtained by Rac1 blockade can be
attributed to inhibition of the
NAD(P)H oxidase complex. The
increase of HIF-1 by superoxide is
not a new finding as far hypoxia is
concerned; however, the role of
superoxide in VEGF-related induc-
tion of HIF-1 is hereby communi-
cated for the first time.
The absence of effect of a differ-
entHIF-1-dependent growth factor,
namely, erythropoietin/ESAs, on
HIF-1 suggests that at least in the
present conditions, the feedback on
HIF-1 described for VEGF is not a
generalized mechanism concerning
other factors containing hypoxia-
responsive elements in their pro-
moter, e.g. erythropoietin. The lack
of effect of ESAs onHIF-1 increase
is of considerable practical impor-
tance due to their widespread ther-
apeutic use. This may be particu-
larly remarkable in terms of the
potential actions of ESAs in angio-
genic and cytoprotective processes
(48). In fact, our results do not sup-
port a view of ESAs as amplifying
agents acting on the HIF-1
response. The differences between
the effects of VEGF and ESAs on
HIF-1 can largely be traced to their
different intracellular signaling
mechanisms (2, 49), but more in
depth experiments focused on sig-
naling may be useful to attain addi-
tional insight.
In a broader sense, the existence
of a communication between Rac1-
NAD(P)H oxidase complex and
VEGF receptors is implicit in the
results. An effort to define the pre-
cise characteristics of this interac-
tion as well as the precise microdo-
main characteristics of the
superoxide signal is being done by
leading groups in the field (for a
state-of-the-art review, see Refs. 26
and 29). Even though our data indi-
cate that the main signaling mole-
cule of the mechanism studied
hereby is O2. , a role of NO or
ONOO, formed by the simultane-
ous increase of NO (47) and O2. in
VEGF-targeted cells, could not be
ruled out a priori. The experiments using L-NAME were per-
formed with this possibility in mind, and their negative out-










































FIGURE 7.Detection of autologous VEGFby immunofluorescence. A, ECwere stimulatedwith VEGFwith or
without specific inhibitors during 24 h. Then, after extensive washing (5) slides were subjected to immuno-
fluorescence assay with specific antibodies. The images were obtained by confocal microscopy (400). Cell
nuclei aremarked in redwith propidium iodide, and VEGF ismarked in green by a secondary antibody coupled
to FITC. 1, immunofluorescence control, with nonspecific primary antibody. 2, immunofluorescence control,
without primary antibody. 3, non-stimulated cells. 4, apocynin treatment (1 mM). 5, MnTMPyP treatment (25
M). 6, VEGF treatment (40 ng/ml). 7, apocynin (1 mM)  VEGF (40 ng/ml). 8, MnTMPyP (25 M)  VEGF (40
ng/ml). Results correspond to one representative set of experiments of five yielding similar results. B, relative
quantification of green fluorescence signal corresponding to autologous VEGF ofmicroscopy images showed
inA. To achieve these valuesweused ImageJ software (National Institutes of Health). Each imagewas split in its
three colors, and the green channel was quantified after selection of cells perimeter. The green signal, corre-
sponding to VEGF protein inmunodetection of each image, has been normalized with respect to non-stimu-
lated cells signal. 1, immunofluorescence control, with nonspecific primary antibody. 2, immunofluorescence
control, without primary antibody. 3, non-stimulated cells. 4, apocynin treatment (1 mM). 5, MnTMPyP treat-
ment (25M). 6, VEGF treatment (40ng/ml). 7, apocynin (1mM)VEGF (40ng/ml). 8,MnTMPyP (25M)VEGF
(40 ng/ml). Each relative value has been normalized with respect to non-stimulated cells value.
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HIF-1 increase by VEGF is not a relevant one. The studies
using dihydroethidium have demonstrated in real time that
VEGF induces O2. production.
A number of signal transduction pathways acting between
VEGF receptor stimulation and the increase in HIF-1 protein
were examined. The results obtained herein with a set of inhib-
itors have a screening value and suggest that phosphatidylino-
sitol 3-kinase/Akt, JNK, and p38 MAPK are involved in the
VEGF and HX/XO signal, whereas p42/44 is not. This pattern
of activation is coincident with others already described in the
literature (40). Collectively, the aforementioned results suggest
that phosphatidylinositol 3-kinase/Akt, JNK, and p38 MAPK
are targeted for activation in the context of VEGF-induced O2.
production and are, therefore, most probably implicated in the
increasedHIF-1 protein synthesis. The fact thatAkt phospho-
rylation, a previously described effect of VEGF (1), was not
detected was rather discordant with the inhibition of VEGF-
induced increase of HIF-1 by wortmannin. This result can
probably be traced to the existence in the experimental condi-
tions used of Akt phosphorylation at the base line, as can be
seen in Fig. 4B (bottom rows). This may diminish the sensitivity
of the method to detect an additional increase in phosphoryla-
tion by the action ofVEGF.Another alternativemay be thatAkt
phosphorylation actually occurred before the first, 1-min sam-
pling. Nonetheless, the actual step order of this signaling
sequence cannot be determined from the present results, and
further investigation is required to complete this mechanistic
framework. In summary, our study reveals the existence of a
loop of the main angiogenic growth factor, VEGF, on its prin-
cipal transcriptional activator, HIF-1. Our results also disclose
that VEGF is capable of activating its own expression, an effect
presumably involving HIF-1. Experiments are in course to
precisely clarify this latter issue as well as identify which are the
transcriptionally operative signals. In particular, no dampening
signal has been identified. However, in this regard the results
can be directly explained by the possibility that a critical
amount of HIF-1 is mandatory for eliciting VEGF induction.
Therefore, HIF-1 dampening can simply be enough to act as the
off-regulator of the pathway. In other words, no new off signal
beyond decrease of high levels of HIF-1 would be necessary for
sustaining the logic of the mechanism.
Several putative biological purposes of the present pathway
can be proposed, but the amplification of the effects of VEGF in
the absence of hypoxia by means of the recruitment of HIF-1-
dependent genes is the one that can bemore readily envisioned.
In this regard the gene repertoire activated by HIF-1 is by far
more extensive than that activated by VEGF alone. In fact, bidi-
rectional VEGF-HIF-1 interactions could be particularlymean-
ingful in the case of malignant tumors, in which a simultaneous
increase of both VEGF and HIF-1 does occur (34, 50). Experi-
ments aimed at examining the VEGF-on-HIF-1 effect in other
conditions, e.g. hypoxia or inflammation, need to be done to
further understand the full implications of this type of activa-
tion pathway.
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